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Pyrrolreaktion der echten Nucleinsaure. 
Von 
R. Feulgen. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1918.) 


Im Anschlu8 an meine friiheren Versuche,') die eine 
Furan-Natur des Kohlenhydrates in der echten Nucleinsaure 
ergeben hatten, sei hier eine weitere Beobachtung mitgeteilt. 

Erhitzt man im Reagenzglase ein trocknes Gemisch von 
nucleinsaurem Natrium und Ammoniumchlorid und setzt den 
entstehenden Schweldaémpfen einen mit konzentrierter Salzsdure 
befeuchteten Fichtenspan aus, so firbt dieser sich karmin- 
rot (Pyrrolreaktion). 

Da nur der kohlenhydrataihnliche Stoff in der echten 
Nucleinsaure die Ursache der Reaktion sein kann, da ferner 
nucleinsaures Natrium allein keine Pyrrolreaktion gibt, ob- 
gleich das Kohlenhydrat zu 50°/o in der Nucleinsaiure vor- 
kommt, so mufi man annehmen, da8 ein Pyrrolring in dem 
kohlenhydrataéhnlichen Korper nicht vorgebildet ist, daB sich 
Pyrrolderivate vielmehr erst beim Schwelen mit Ammonium- 
salzen gebildet haben. Eine Erklarung hierfiir ist nach Fest- 
stellung der echten Furan-Natur des Kohlenhydrates méglich, 
wenn man dabei die Tatsache beriicksichtigt, daB Furanderivate 
bei der trockenen Destillation mit Ammoniumsailzen leicht in 
Pyrrolderivate tibergehen und infolge dessen unter diesen Be- 
dingungen eine rote Fichtenspanreaktion geben. Demgegeniiber 
scheint mir die Moéglichkeit der Bildung von Pyrrolderivaten 


aus Stoffen aliphatischer Natur in den Hintergrund zu treten. 





‘) R. Feulgen, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 241. 
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Uber die chemische Zusammensetzung der Agave americana L. 
nebst Bemerkungen iiber die Chemie der Succulenten 
im allgemeinen. 
Von 


Dr. Julius Zellner. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juli 1918.) 


Die Blatter der Agave americana L. und einiger nah- 
verwandter Arten werden bekanntermafien in Amerika seit 
langerer Zeit zur Gewinnung eines Fasermaterials beniitzt, das 
unter mannigfachen Namen (Pite, Pita-, Domingo-, Tampico- 
hanf, auch falschlich Aloehanf, Izzle, Matamoros, Mexicangrass, 
Mexicanfibre) in ahnlicher Weise wie Hanf technisch verwendet 
wird. Die Pflanze ist an den Kiisten des Mittelmeeres ver- 
wildert, findet sich auch haufig an der adriatischen Kiiste und 
wird in Osterreich ebenfalls zur Fasergewinnung herangezogen. 
Wiihrend der Kriegszeit ward der Wunsch rege, den bei der 
Isolierung der Fasern sich reichlich ergebenden Abfall prak- 
tisch (besonders als Futtermittel) zu verwerten. Obschon mehr- 
fache Angaben tiber die chemischen Bestandteile der Agave- 
blatter vorliegen,') sind doch keine gentigenden Anhaltspunkte 





1) Buchner, Repertorium d. Pharmazie 1831, S. 217 (Calcium- 
tartrat u. -acetat). 

Bustamante, Ann. de chim. phys. 1836, 8.110 (Jodgehalt). 

Lenoble, Journ. de pharmacie 1849, 5. 349 (apfelsaure Salze und 
ather. Ol). 

Fremy und Urbain, C.R. 1882, S.926 und 1885, 5. 19, ferner 
Annal. des sciences natur. 1882, S. 360 (Chemie der Cuticula). 

Marcano, C. R. 1884, S. 811 (peptonisierendes Enzym). 

Harvard, Bull. Torrey Botan. Club 1885 8.120 und Robinson, 
Just’s botan. Jahresbericht 1899 II, S. 117 (Saponine in den Blattern von 
Agave heteracantha und A. Morrisii). 
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zur Beantwortung dieser Frage vorhanden und es schien 
daher eine neuerliche chemische Untersuchung der Blatter 
erforderlich; die Ergebnisse derselben diirften auch physio- 
logisches Interesse besitzen und sollen im folgenden kurz 
dargelegt werden. 

Die Blatter sind sehr wasserreich; der Wassergehalt 
wurde zu 90,55°/o gefunden, obwohl der Transport langere 
Zeit in Anspruch genommen hatte. 

In einer Partie frischer Blatter wurde der Fasergehalt 
(durch Wasserréstung) ermittelt; aus 1 kg wurden 14 g 
trockener Fasern erhalten, entsprechend 1,4°/o des frischen 
oder 15°/o des vollkommen trockenen Materials. 

Fiir die chemische Untersuchung wurde zumeist an der 
Luft getrocknetes und méglichst fein zerkleinertes Blattmaterial 
(samt den Fasern) verwendet. 

Der Petrolither- und Atherauszug sind relativ gering; 
hauptsaéchlich finden sich wachsartige Stoffe und Chlorophyll 
darin vor, Fett ist nur in geringer Menge vorhanden, Phytosterin 
ist nicht nachweisbar. 

15,2946 g¢ Trockensubstanz ergaben 0,2712 g Atherextrakt, davon 
0,1576 g in kaltem Petrolather léslich; daher Petrolaitherauszug 1,03 °/o, 
Atherauszug 0,74 °/o. 

Die wachsartigen Stoffe finden sich in der Cuticula. Wie 
auferordentlich undurchlassig diese fiir Gase und Fliissigkeiten 
ist, obwohl sie nur aus zwei Zellschichten besteht, geht aus 
dem oben Gesagten hervor. Erméglicht wird dies durch den 
Bau der Oberflichenzellen mit ihren stark verdickten Aufen- 
winden und durch den Wachsiiberzug. Harz ist in merkbarer 
Menge nicht vorhanden. | 

Der heii bereitete Wasserauszug ist blafgelb gefarbt und 
gut filtrierbar; am besten konzentriert man ihn im Vakuum. Er 
enthalt natiirlich eine ganze Reihe von Stoffen, von denen drei 


| Re, Annal. Real. Instituto botanico Roma 1894, S. 38 (phosphor- 
saurer Kalk). 
Herzog, Chemiker-Zeitung 1896 S. 461 (Methylzahl d. Faser). 
Carneiro, Zeitschrift fir d. gesamte SchieB- und Sprengwesen 
1904, S. 103 (Cellulosegehalt d. Fasern). 
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in relativ bedeutender Menge vorhanden sind: ein amorphes 
Kohlenhydrat, apfelsaurer Kalk und Zucker. 


Zur Gewinnung des ersteren wird die eingeengte Fliissig- 
keit in der Kalte mit etwas Salzséure und dem 2—3fachen 
Volumen Alkohoi versetzt; es scheidet sich ein weifer, gut filtrier- 
barer Niederschlag ab, der nach dem Waschen mit Alkohol 
und dem Trocknen bei méglichst gelinder Warme amorphe, 
durchscheinende, wenig gefarbte Kriimeln bildet. Die wasserige 
Lésung dieses Kérpers wird durch Atzbaryt als glashelle 
Gallerte gefallt; FeCl, und NH, bewirken vollstandige Fallung 
in groben Flocken; Fehlingsche Loésung fallt unvollstandig 
und wird beim Kochen nicht reduziert; Jod gibt keine Farben- 
reaktion; die Substanz ist durch verdiinnte Salzséure leicht 
hydrolysierbar und liefert dabei Glukose, welche durch das 
Osazon identifiziert wurde. 


Das Filtrat vom Kohlehydratniederschlag wird mit NH, 
neutralisiert, wobei ein dicker weifer Niederschlag von idpfel- 
saurem Kalk ausfallt; da die Apfelsiure zum Teil als saures 
Kalksalz vorliegt, kann man, um die Fallung vollstindiger zu 
machen, etwas CaCl, zusetzen. Der Niederschlag wird filtriert, 
mit starkem Alkohol gewaschen, sodann in heifem Wasser 
gelést und die Lésung mit Bleizucker gefallt. Das gewaschene 
Bleisalz wird mit H,S zerlegt. und die so erhaltene Loésung 
der freien Apfelsiure eingedampft. Das charakteristische Ver- 
halten des Blei- und Kalksalzes sowie die Bildung von Fumar- 
siure beim Erhitzen auf 170° lassen keinen Zweifel dariiber, 
da hier Apfelsiiure vorliegt. Die Menge des Calciummalats 
betragt ungefahr 10°/o. 


Das alkoholische Filtrat von dem oben erwihnten Nieder- 
schlag des apfelsauren Calciums liefert beim Eindampfen einen 
hellgelben, angenehm siifs schmeckenden Sirup. Derselbe zeigt 
keine Neigung zur Krystallisation. Da in dem Bliitenschaft der 
Pflanze Saccharose nachgewiesen ist!) und die vorausge- 
gangenen Prozeduren eine Inversion derselben hatten verur- 
sachen kénnen, wurde eine Partie frischer Blatter unter Zu- 





') Stone und Lutz, Americ. Chem. Journal 1895, 5. 368. 
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satz von CaCO, ausgekocht, die Lésung mit Bleiessig geklart, 
mit H,S entbleit und nach der Neutralisation eingedampft. Auch 
dieses Produkt lief sich nicht zum Krystallisieren bringen; 
weder Einséen von Rohrzucker- und Traubenzuckerkrystallen, 
noch Reiben, abwechselndes Verweilen in feuchter Luft und 
im Exsikkator, Einwirkung des direkten Sonnenlichtes usw. 
bewirkten die Bildung von Krystallen; Rohrzucker ist in irgend 
erheblichem Grade sicher nicht vorhanden, der Hauptsache 
nach diirfte Traubenzucker vorliegen; dies ist daraus zu 
schliefen, da® der gereinigte Sirup rechtsdrehend ist und 
glatt in groBer Ausbeute das Glukosazon liefert; natiirlich 
schlieBt dies die Anwesenheit von Fruktose in kleinerer Menge 
nicht aus. 

AuBer diesen Stoffen sind in der stark konzentrierten 
Losung noch Abbauprodukte der Eiweifikérper von pepton- 
artiger Natur sowie Aminosdéuren vorhanden; Phosphormolyb- 
dinsaure, méglichst neutrales Hg(NO,), wie auch konzentrierte 
Sublimatlésung geben starke Niederschlige, Jodquecksilber- 
jodkalium gibt keine Fallung. Gerbstoffe sind nicht sicher 
nachweisbar. Von Mineralstoffen sind im Wasserauszug aufer 
Kalk noch erhebliche Mengen Kalium, ferner SO,, PO, und Cl 
nur in auferst geringen Quantitéten zu finden. 

Der frische Saft enthalt einen geruchlosen oder kaum 
riechenden, brennend schmeckenden und die Haut reizenden 
Stoff, den schon Lenoble (I. c.) bemerkt und als atherisches 
Ol angesprochen hat. Die Blatter zeigen wohl. beim Zer- 
schneiden einen eigenartigen, aber nur sehr schwachen Ge- 
ruch, welcher auch der durch Wasserdampfdestillation er- 
haltenen Fliissigkeit eigen ist. Die letztere enthalt in sehr 
geringen Mengen fliichtige Fettsiuren und Spuren eines in- 
differenten mit Ather ausschiittelbaren, festen Stoffes. Sehr 
bemerkenswert ist es, dafi das Destillat ammoniakalische 
Silberlésung in der Kalte reduziert. Das deutet auf das Vor- 
handensein eines Aldehyds hin. Ich komme auf diesen Gegen- 
stand noch unten zuriick. 

Von quantitativen Bestimmungen wurden folgende aus- 
gefiihrt : 














6 Julius Zellner, 


15,2946 g Trockensubstanz wurden mit siedendem Wasser erschipft 
und der Auszug auf 500 ccm gebracht. 100 ccm dieser Lésung ver- 
brauchten zur Neutralisation 1,2 com Lauge (1 ccm = 0,02813 g KOH); 
Indikator: Phenolphthalein; Sauregehalt in Wasserstoffionen 0,019°/o. In 
100 ccm wurde der Extrakt und die Extraktasche bestimmt; Menge des 
ersteren 1,5525 g, der letzteren 0,2309 g, somit Extrakt 50,75°/o, Extrakt- 
asche 7,54°/o. Weitere 100 ccm wurden mit Bleiessig auf 110 ccm ge- 
bracht, filtriert, der Bleiiiberschuf mit trockener Soda beseitigt und 
nach nochmaligem Filtrieren in 25 ccm das Reduktionsvermégen gegen 
Fehlingsche Lésung nach Allihn bestimmt; gewogen 0,2160¢ CuO 
entsprechend 0,0882 g Glukose (12,68°/o). Endlich wurden 100 ccm unter 
Zusatz von etwas HCl am Wasserbad zwei Stunden lang erhitzt, dann 
wurde so wie bei der vorausgehenden Bestimmung verfahren; gewogen 
0,4430 g CuO; nach Abzug der der Glukose entsprechenden Menge CuO 
verbleiben fiir die Polysaccharide 0,2270 g CuO; daraus ergibt sich fiir 
die Polysaccharide als Glukosane berechnet 11,99 °%/o. 

Von Stoffen, die im Wasser sehr wenig ldslich sind, 
lassen sich zunachst phosphorsaurer und oxalsaurer Kalk 
nachweisen und zwar. der erstere vorzugsweise im Wasser- 
gewebe, der letztere in den peripheren, chlorophyllhaltigen 
Gewebsteilen. Das Oxalat ist mikroskopisch im Assimilations- 
gewebe bald in vereinzelten, bald in reichlich gehauften 
Krystallen zu finden; es bildet langgestreckte Prismen oder 
grobe wetzsteinartige Formen. So kommt es auch in den 
Bastfasern vor, wo esschon Hihnel?) fand. Beide Salze lassen 
sich auch leicht makrochemisch in einem schwach salpeter- 
sauren Auszug des vorher mit Wasser extrahierten Materials 
nachweisen. 

Stickstoffhaltige Stoffe sind in auffallend geringer Menge 
vorhanden. 

2,4298 g Trockensubstanz verbrauchten nach Kjeldahl 4,0 ccm 
H,SO, (1 com = 0,003153 g N), daher N = 0,52 °%o. 

Die Hauptmenge der in Wasser unldslichen Stoffe sind 
Polysaccharide: Cellulose, Hemicellulosen, Pentosane u. dergl. 
Mit verdiinnter heifer Salzsaure geht ein zur Gallertebildung 
neigendes, pektinartiges Kohlehydrat in ansehnlicher Menge in 
Losung, das wahrscheinlich in der Pflanze als Kalkverbindung 
vorhanden ist. Einen ahnlichen Korper hat vor langer Zeit 





1) Mikroskopie d. techn. verwendeten Faserstoffe 1887, S. 51. 





~] 


Uber die chem. Zusammensetzung der Agave americana L. usw. 


Payen!') aus Kakteen (ebenfalls Succulenten) gewonnen und 
als pektinsauren Kalk bezeichnet. Vermutlich bildet diese 
Substanz die Hauptmenge der in betrichtlicher Menge nach- 
weisbaren Pentosane. Starke ist weder makrochemisch noch 
mikroskopisch nachweisbar. 


9,6117 g Trockensubstanz lieferten nach der Wender-Methode 
1,7155 g Rohcellulose (einschlieBlich der Bastfasern); daher Rohcellu- 
lose 17,85°/o. 5,4915 g Trockensubstanz lieferten nach Tollens 0,4913 g 
Phloroglucid; Léslichkeitskorrektur fiir 500 ccm Filtrat 0,0052 g, somit 
im ganzen 0,4965 g; hievon in Alkohol lésliches Methylfurfurolphloro- 
glucid 0,0331 ¢; daraus Pentosan nach der Rechnungsweise von Tollens 
7,44 °/o, und Methylpentosan nach Tollens und Mayer 1,01 °/o. 

Die Mineralstoffe (Asche) der Blatter bestehen zum aller- 
grOBten Teil aus Calcium und zwar entsprechend den reichlich 
vorhandenen organischen Sduren vorwiegend in Form des 
Carbonates; Kalium ist zwar in ansehnlicher Menge anwesend, 
tritt aber gegen das Calcium sehr zuriick; Magnesium ist in 
erheblicher Quantitat, Aluminium in kleiner Menge, Eisen auf- 
fallenderweise nur in Spuren nachweisbar; von Anionen ist 
Kieselsiure in geringer, PO, in betrachtlicher, SO, in sehr 
kleiner Menge, Cl nur in Spuren vorhanden: Jod, das sich 
nach Bustamante (Il. c.) in der Pflanze vorfinden soll, konnte 
in 10 g Asche nicht nachgewiesen werden. 

6,4895 
12.35 Jo. 

Die folgende Tabelle soll ein beilaufiges Bild der chemi- 
schen Zusammensetzung der Agavebliitter geben: 
Petrolatherauszug (Fett, Chlorophyll, Wachs) ..... -«s« BR % 
Atherauszug (wachsartige Stoffe)...........6... O,74% 


amorphes Kohlehydrat (als C,H,,O; berechn.) 12,00 °/o 
Zucker (als Glukose berechnet). . . . . . 12,68°/o 


¢ Trockensubstanz lieferten 0,8015 g Asche, entsprechend 


°o 


Apfelsdure (schaitzungsweise). . . . .. . 8,00% 
Wasserauszug j freie Sdure (in H-[onen). ....... . 0,02°% 
50,75 °/o ee eee ee ee 7,54 °/o 


sonstige, nicht naher qualifizierbare Stoffe, 
kleine Mengen Peptone, Aminosiéuren 
usw.; aus der Differenz ungefihr . . . 10,00 





1) C. R. 1856, S. 769. 
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| Rohcellulose (inklus. Bastfasern) . . . . - 17,85 %o 

NS 8 6 ae aS Se 6 eS 7,44 %Jo 

In indifferenten | Methylpentosane ........... «1,01 % 
Lésungsmitteln } Pektin, Hemicellulosen, Oxalat etc. (aus der 

unlésliche Stoffe Differenz) ungefihr ...- ...... 13,00 °/o 

47,48 °/o eee ae ee 4,82 %Jo 
Rohprotein (einschlieflich der oben genann- 

ten léslichen N-haltigen Stoffe) . . . . 3.25% 


Wenn auch diese Werte zum grofen Teil nur eine erste, 
grobe Annaherung an die Wahrheit darstellen, so kann man 
doch schon daraus erkennen, daf die Blatter der Agave zwar 
in mehreren Punkten mit gewOhnlichen griinen Laubblittern 
ungefahr iibereinstimmen (im Gehalt an Rohcellulose, Pento- 
sanen, an in Ather ldslichen Stoffen und Asche, sowie in der 
chemischen Beschaffenheit der letzteren), daf aber in einigen 
anderen Punkten auffallende Abweichungen auftreten. Abge- 
sehen von dem hohen Wassergehalt sind es, soviel ich sehen 
kann, folgende: 

Hoher Gehalt an wasserléslichen Stoffen, 
hoher Gehalt an dpfelsaurem Kalk, 

hoher Gehalt an Zucker, 

betrachtlicher Prozentsatz pektinartiger Stoffe, 
Armut an stickstoffhaltigen K6rpern, 

Mangel an Eisen. 


ee 


eS 


> or 


Sind diese Eigentiimlichkeiten fiir alle Succulenten charak- 
teristisch? Diese Frage laft sich vorlaufig nur unvollstandig 
beantworten. 


Was den ersten Punkt betrifft, so ist es wohl eine allge- 
meine Erscheinung, dai wasserreiche Gewebe an_ léslichen 
Stoffen relativ reich sind; man braucht nur an fleischige Wur- 
zeln und Friichte, an heterotrophe Pflanzen und Gallen zu 
denken; es hangt dies wohl mit besonderen osmotischen Ver- 
haltnissen zusammen. 

Den zweiten Punkt anlangend ist es eine langbekannte 


und oft bestitigte Tatsache, da8B der Reichtum an Apfelsiure 
bezw. deren Kalksalzen fiir alle Succulenten charakteristisch 


ist und mit deren speziellen Atmungsverhaltnissen im Zusam- 








~ 
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menhang steht.!) Diese Verhiltnisse sind auch pene 
ziemlich aufgeklart. 

Nicht so sicher lat sich der dritte Punkt in allgemeinerer 
Fassung aussprechen, da das einschlaigige Tatsachenmaterial 
noch sehr diirftig ist. Immerhin finde ich bei Durchsicht der 
Literatur, daf in zwei systematisch einander und noch mehr 
der Agave fernstehenden Arten von Succulenten ein hoher 
Zuckergehalt gefunden wurde, némlich von Buchner?) 
Cereus flagelliformis Mill. und von Mylius*) in Sedum acre L. 
Das deutet wohl auf eine allgemeinere Erscheinung hin, umso- 
mehr, als auch sonst bei sehr wasserreichen Pflanzen und 
Pflanzenteilen Reichtum an Zucker ein weitverbreitetes Phaino- 
men ist. 

Ganz uhnliches gilt auch fiir die pektinartigen Stoffe. Wie 
oben erwihnt hat sie Payen in einigen Kakteen gefunden; 
in saftigen Friichten und Riiben ist ihr Vorkommen sehr be- 
kannt und zweifellos steht ihre Anwesenheit mit dem hohen 
Wassergehalt in Zusammenhang, wobei ihr Quellungsvermégen 
besonders in Betracht kommt. 

Beziiglich des niedrigen Stickstoffgehaltes konnte ich in 
der Literatur keine Vergleichsdaten auffinden. Aber augen- 
scheinlich hangt dieser mit der Ausbildung des Wassergewebes 
zusammen; das letztere ist sehr stickstoffarm, wahrend das 
Assimilationsgewebe wahrscheinlich normalen Eiweifgehalt be- 
sitzt; der Mittelwert fiir das ganze Blatt fallt daher niedrig aus. 

Was endlich den Mangel an Eisen betrifft, so ist der 
Kisengehalt in griinen Blattern sehr schwankend und es lait 
sich tiber diese Erscheinung keine einigermafien begriindete 
Ansicht aussprechen, namentlich so lange nicht andere Succu- 
lenten in dieser Beziehung untersucht sind. 

Noch eine Besonderheit der Succulenten, tiber die ich 
aber nur vermutungsweise sprechen kann, ist vielleicht in der 


1) de Vries, botan. Zeitg. 1884, S. 337; Warburg, Untersuch. aus 
d. botan. Institut zu Tiibingen 1886, S.75; Aubert, C. R, 1891, 5. 674 
und Recherches physiologiques sur les plantes grasses, Thése, Paris 1892. 

*) Repertorium d. Pharmazie 1836 S. 149. 

3) Archiv d. Pharmazie 1891 S. 97. 
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Anwesenheit von scharfen, fliichtigen Stoffen zu suchen. Es 
falit mir némlich auf, da& das mit Agave systematisch gar 
nicht verwandte Sedum acre auch einen solchen geruchlosen 
(oder wenig riechenden) scharfen Stoff enthalt, und es ist nicht 
unmoglich, daB es sich hier um aldehydische Neben- oder 
Zwischenprodukte bei der respiratorischen Oxydation der Apfel- 
sdure handelt. 

Zum Schlusse méchte ich — in Anbetracht der Kriegs- 
verhaltnisse — mit ein paar Worten auf die eingangs erwihnte 
praktische Verwertung des bei der Fasergewinnung abfallenden 
Teiles der Agaveblatter zuriickkommen. Als Futtermittel ist 
dieses Produkt im frischen Zustande wegen seines brennenden 
Geschmackes nicht zu verwenden, wohl aber in getrocknetem. 
Sein Na&hrwert besteht in dem reichlichen Vorhandensein von 
Zucker und leichter abbaufihigen Polysacchariden, wahrend 
Protein- und Fettgehalt sehr niedrig sind. Ein anderer Vor- 
schlag ware der, die Blatter vor der Verarbeitung zwischen 
Quetschwalzen auszupressen und den so erhaltenen Saft im 
Vakuum einzudicken, wobei, wie der Versuch zeigte, eine 
honigartig aussehende, angenehm siduerlich-siibe, marmeladen- 
artige Masse erhalten wird, die zum menschlichen Genub ver- 
wendbar wire. ? 





Uber die oroteolytischen Verhdltnisse im Serum vom Pferd 
und Rind. 


Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1918.) 
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1. Einleitung. 

Vor einiger Zeit haben ich und Masai in dieser Zeit- 
schrift tiber Versuche berichtet, aus welchen der Schluf gezo- 
gen wurde, dai im normalen Harn ein Enzym vorhanden ist, 
das die Eiweifspaltung nicht gut anzufangen imstande ist, aber 
wohl dieselbe fortsetzen kann, wenn sie durch ein anderes 


Enzym bereits angefangen worden ist.!) Das Enzym verhialt 


sich folglich wie ein Erepsin. Dasselbe fallt bei der Sattigung 
des Harnes mit Am,SO, mindestens zum Teil aus. Zugleich 
ging aus unseren Versuchen hervor, dafi es auch Enzyme gibt, 
welche imstande sind, die Eiweifspaltung in alkalischer Losung 
einzuleiten, aber dieselbe nicht so gut wie das Harnenzym 
fortzusetzen vermégen. In der Weise verhielten sich in der 
Tat ein Enzym, das an der Globulinfraktion des Blutserums 
haftet, sowie ein Enzym auf dem Fibrin. Da also z. B. das 
Globulinenzym und das Harnerepsin gleichsam verschiedene 
Phasen der EiweiSspaltung besorgen, so ergab sich, daf die 





') Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 263 (1917). 
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mit Gerbséure nicht fallbaren Spaltungsprodukte bei gleich- 
zeitiger Wirkung der beiden Enzyme in gréferer Menge auf- 
treten, als dem Gesamtbetrag dieser Produkte entspricht fiir 
den Fall, daf die Enzyme jedes fiir sich unter den gleichen 
Verhaltnissen auf die gleiche Substratmenge einwirken. Dies 
war eigentlich der Weg, auf welchen die Aufmerksamkeit auf 
das Vorkommen von Erepsin im normalen Harn _hingelenkt 
wurde. Indessen wurden die ereptischen Eigenschaften des 
Harnenzyms auch in anderen Weisen untersucht und besonders 
ist zu erwahnen, dafB das Darmerepsin sowie das Hefeerepsin 
zu dem Globulinenzym in der gleichen Weise sich verhielten 
wie das Harnerepsin. Zugleich war zu erwarten, daf das 
Harnerepsin besser auf Casein einwirken wiirde, das bereits 
mit Globulinenzym behandelt war, als auf Casein, das nicht 
im voraus etwas peptonisiert war. Dies wurde auch experi- 
mentell bestatigt. 

Anderseits ist zu erwahnen, daf nach noch nicht ver- 
Offentlichten Untersuchungen von Masai das Pankreastrypsin 
zu dem Harnenzym in der gleichen Weise sich verhilt wie das 
Globulinenzym, obwohl der Unterschied in der Wirkungsweise 
des Trypsins und des Harnenzyms nicht so ausgesprochen zu 
sein scheint wie der zwischen dem Globulinenzym und dem 
Harnenzym. Das Trypsin und das Harnenzym haben also, 
wenn sie zugleich wirken, einen gréferen Erfolg, als wenn 
sie jedes fiir sich tiétig sind. Dies wiirde also beweisen, daf 
das Trypsin fiir den Anfang der Eiweifspaltung mehr geeignet 
ist als fiir die Fortsetzung. 

In bezug auf das Harnerepsin interessiert uns besonders 
die Frage, ob dasselbe im Blute vorhanden ist. Aus meinen 
vorigen Untersuchungen iiber proteolytische Enzyme im Blut- 
serum geht hervor, daS das Globulin, erhalten durch Dialy- 
sieren und Zugabe von Essigsiéure, sowie das bei !/3 Sattigung 
mit Am,SO, ausfallende, eine ausgesprochene Einwirkung auf 
Casein zeigt, wihrend die ibrigen Eiweiffraktionen und beson- 
ders die zwischen !/2 und voller Sittigung ausfallende die 
Digestion von Casein durch das Globulinenzym hemmt.') An- 





*) Journ. of Physiol., Bd. 30, S. 195 (1903). 
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derseits war nach dem eben Gesagten die bei '!s Sattigung 
ausfallende Globulinfraktion eben die, welche das Enzym ent- 
halt, das die Caseinspaltung einzuleiten vermag. Da die zwischen 
1/, und voller Sattigung ausfallende Eiweiffraktion (Serumalbu- 
minfraktion) die Wirkung des Globulinenzyms hemmt, war es 
kaum zu erwarten, daf diese Eiweiifraktion selbst ein proteo- 
lytisches Enzym enthalten wiirde. Indessen hat es sich heraus- 
gestellt, dab eine proteolytische Wirkung hervortritt, wenn man 
nur die Serumalbuminfraktion auf ein geeignetes Substrat ein- 
wirken 1aBt. Wie wir sofort ersehen werden, wird sowohl 
mit Wittes Pepton wie mit Casein, das bereits mit Hilfe von 
Globulinenzym etwas aufgespalten worden ist, eine entschiedene 


‘Wirkung erhalten. 


2. Allgemeines uber die neuen Versuche. 


Die bei meinen Versuchen angewandten Caseinlésungen 
waren alle 4-prozentig und zwar in der Weise bereitet, daf 
20 g von Kahlbaums Casein (nach Hammarsten) mit 
100 ccm 0,1 n-NaOQH +- 400 ccm Wasser auf dem Wasser- 
bade so lange erhitzt wurde, bis nur einige Kérnchen ungelést 
waren, worauf filtriert und mit Toluol fiir die Versuche auf- 
bewahrt wurde. Die Peptonldsungen wurden durch Auflésen 
von 20 g Wittes Pepton in 500 ccm Wasser unter Erhitzen 
auf dem Wasserbade erhalten. Dann wurde neutralisiert, wo- 
rauf ich, um die meisten nicht durch Gerbsiure fiillbaren Pro- 
dukte los zu werden, die Lésung einer 3-taégigen Dialyse gegen 
flieSendes Wasser unterwarf. Darauf wurde filtriert und mit 
Toluol aufbewahrt. 

Die Zusammensetzung der Verdauungsfliissigkeiten wird 
bei den besonderen Versuchen angegeben. Die dabei ange- 
fiihrten Ziffern beziehen sich alle auf Kubikzentimeter der 
angegebenen Lésungen; der Kiirze wegen habe ich deshalb 
iiberall ccm nach den Ziffern auslassen kinnen. Um wo mdglich 
in allen Proben derselben Versuchsreihe dieselbe Alkalinitat 
zu erzielen, habe ich zu allen Proben die gleiche Menge der 
verschiedenen Substanzen zugesetzt, aber in der Weise, daB 
diejenige Substanz oder diejenigen Substanzen, welche in einer 
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gegebenen Probe unwirksam sein sollten, vor der Zugabe der 
ibrigen in der Flasche 30 Min. auf dem Wasserbade erhitzt 
wurden. Nach der angegebenen Zeit bei 37° wurde mit der 
angegebenen Menge ccm Gerbsaure gefallt, wobei auch cem 
ausgelassen wird.') Danach folgt die Anzahl ccm Filtrat, 
welche fiir die Stickstoffbestimmung angewandt wurde. Diese 
Anzahl war fiir alle Proben in derselben Versuchsreihe die 
gleiche. Die Ergebnisse der Analysen werden durch die Anzahl 
ccm 0,1 n-Saure, welche die gebildete NH,-Menge neutralisierte, 
angegeben. Zu den meisten Versuchsreihen gehoért eine Kon- 
trollprobe (mit wihrend 30 Min. auf dem Wasserbade erhitztem 
Enzym). Als reduzierter Analysenwert wird die durch Titrie- 
rung erhaltene Anzahl ccm Saéure nach Abzug des Kontroll- 
wertes angegeben. 

Da angeblich gewisse Peptone durch Gerbsiure zunichst 
gefallt und dann beim Zusatz von mehr Gerbsiure aufgelist 
werden, habe ich diese Frage sowie die tiber den EinfluS der 
zwischen der Zugabe der Gerbsaureldsung und dem Filtrieren 
verflossenen Zeit in folgenden Versuchen untersucht. 

Ein Gemenge von Peptonen wurde zuniachst mit Globulin- 
enzym digeriert und dann wie folgt mit Gerbsaure gefallt: 

1. 60 Peptongemenge -++ 30 Gerbsaure +- 20 H,O0 
2. 60 > +- 40 > +- 10 H,O 
3. 60 > +. 50 > 

Nach 16 Stunden wurde filtriert und von den Filtraten 
gleiche Volumina (80 ccm) fiir die Stickstoffbestimmung ge- 
nommen. Die Ergebnisse waren: 

Nr. 1. 18,9 ccm Saure 
> 2. 18,9 » > 
» 3. (19,5 » > 

Hieraus ist ersichtlich, da& sogar, so verschiedene Gerb- 
siuremengen wie in diesem Versuche angewandt wurden, keine 
irgendwie bedeutende Differenzen der Stickstofimengen ergaben. 
Da bei meinen Versuchen fiir alle Proben derselben Versuchs- 
reihe die gleiche Menge Gerbséure angewandt wurde, kénnen 





1) Die Gerbsdurelésung enthielt auf 1 Liter 100 g Gerbsaure, 50 g 
NaCl, 50 g Natriumacetat und 50 ccm Eisessig. 
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durch Aufl6sung von Pepton keine nennenswerten Fehler zu- 
stande gekommen sein. 

Die Bedeutung der Zeit, die zwischen dem Zusatz der 
Gerbséure und dem Filtrieren verflieSt, wird durch folgenden 
Versuch etwas beleuchtet. Zwei Proben von 15 cem Pepton 
wurden mit 15 ccm Gerbsaéure gefillt. Die eine wurde nach 
5 Stunden filtriert und die andere nach 30 Stunden. Von beiden 
wurde 25 ccm Filtrat fiir die Stickstoffbestimmung genommen. 

Erstere Probe ergab 4,5 ccm Saure 
Letztere » > 43 » > 

Die Ziffern deuten darauf hin, da die Ausfallung mit der 
Zeit wahrscheinlich ein wenig vollistandiger wird. Deshalb habe 
ich mindestens nach der Ausfiallung von Peptonlésungen im 
allgemeinen die gefiallten Proben vor dem Filtrieren iiber eine 
Nacht stehen lassen. 


3. Direkte proteolytische Wirkung vom Serum. 


Ob man eine proteolytische Wirkung vom Serum nach- 
weisen kann, hangt wahrscheinlich in hohem Grade von der 
angewandten Analysenmethode ab. Die Methode, deren ich 
in dieser Arbeit mich bedient habe, die Fallung mit Gerbsaure, 
gibt innerhalb eines gewissen Gebietes der Verdauung sehr 
genaue Resultate. Aber die zuerst gebildeten Verdauungspro- 
dukte werden wie das nicht angegriffene Eiweif durch Gerb- 
siure gefiallt, und wenn die Aufspaltung iiber solche Produkte 
nicht hinauskommt, zeigt also die Gerbsiuremethode tiberhaupt 
keine Spaltung. In solchen Fallen gibt z. B. die Fallung mit 
snCl, -+- CaCl, bessere Resultate, wie ich und Masai jiingst 
nachweisen konnten. ') 

Mit der. Gerbsauremethode habe ich eine direkte Einwir- 
kung von Serum auf Casein nicht bestimmt nachweisen kénnen. 
Wahrscheinlich wiirde eine solche Wirkung bei der Anwendung 
von groferen Mengen an Serum hervortreten. In einem Ver- 
suche tiber diese Frage waren die Mengen: 


1. 20 Rindsserum -+ 25 Casein 
2. 20 > erh, + 25 » 





) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 277 (1917). 
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3 Tage bei 37°; 20 Gerbséure; 15 Filtrat. 
Nr. 1. 1,35; red. Wert 0,1 ccm Saure 
> 2. 1,25. 
Die Differenz 0,1 ccm iibersteigt nicht den Versuchsfehler. 
Dagegen liefi sich leicht dartun, daf das Serum auf 

Wittes Pepton einwirkt: 

1. 20 Rindsserum + 50 Wittes Pepton 

2. 20 Serum erh. -++ 50 > > 

4 Tage bei 37°; 30 Gerbsdure; 50 Filtrat. 


Nr. 1. 17,6; red. Wert 7,7 ccm Saure 
> 2, 99. 


Ein anderer Versuch mit Rindsserum wurde folgender- 
mafen angestellt : 
1. 15 Serum +. 25 Casein 
2.15 » erh +25 » 
5. 2 -+- 25 Wittes Pepton 
4, 10 > » +. 25 » » 
4 Tage bei 37°; 20 Gerbséure -+- 20 H,O; 30 Filtrat. 
Nr. 1. 1,7 ; red. Wert 0,6 ccm Saure 





> 2. 11 
> 8. 785; >» » 825 >» >» 
> & 46. 


Ein dritter Versuch mit Rindsserum und Casein und mit 


den gleichen Mengen wie im vorangehenden Versuche ergab: 


Nr. 1. 1,6; red. Wert 0,4 ccm Saure 
>» 2. 1,2. 


Ein Versuch mit Pferdeserum wurde folgendermafen an- 
geordnet: 
1. 15 Serum + 25 Casein 
2.15 » erh+ 25 » 
4 Tage bei 37°; 25 Gerbsiure -+- 20 H,0; 40 Filtrat. 
Nr. 1. 2,25; red. Wert 0,15 ccm Saure 
> Be. 
Und die Proben mit Pepton 
Nr. 3. 10 Serum -+- 25 Pepton 
> 4.10 » erh+25 » 
4 Tage bei 37°; 20 Gerbsaure; 30 Filtrat. 
Nr. 3. 9,3; red. Wert 4,1 
» & 52. 


Aus allen diesen Versuchen geht also hervor, daB die 
Einwirkung des Serums auf Casein, wenn tiberhaupt vorhanden, 
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gehr schwach sein muf; da in diesen Versuchen aufer dem 
Casein auch alle die Kiweifkorper des Serums zugegen waren, 
kann auch von diesen behauptet werden, dafi sie von den 
Enzymen im Serum hoéchstens sparlich angegriffen werden. In 
allen Fiillen wurde dagegen eine ausgesprochene Einwirkung 
auf Wittes Pepton erhalten, was auf die Gegenwart eines 
Erepsins hindeutet. Wenn das Casein durch das Serum nur 
so weit gespalten wiirde, da8 nur durch Gerbsiiure fillbare 
peptonartige Produkte entstiinden, wiirde folglich dieses Erepsin 
diese Produkte weiter spalten und in nicht fallbare Substanzen 
iiberfiihren. Da dies nach den obigen Versuchen nur in sehr 
seringen Mengen geschieht, konnen wir also schliefien, da’ eine 
Aufspaltung des Caseins in nicht fallbare peptonartige Produkte 
nicht in nennenswerten Mengen stattfindet. 

In welcher Beziehung das von mir beobachtete Erepsin 
zu dem von Abderhalden und Mitarbeitern gefundenen poly- 
peptidspaltenden Enzym des Blutserums!) steht, lift sich gegen- 
wirtig nicht entscheiden. 


4. In welchen EiweiBfraktionen erscheint das Erepsin? 


Die fraktionierte Fallung des Serums habe ich folgender- 
mafien bewerkstelligt. Zundchst wurde etwa ./s Sittigung mit 
Am,SO, dadurch erzielt, daB 20 g Salz auf je 100 cem Serum 
zugesetzt wurde. Der Niederschlag wurde abfiltriert, feucht 
vom Filter genommen und durch Zugabe eines gegebenen 
Volumens an Wasser aufgelést. Die Lésung wurde wieder 
durch Zusatz von 20 g Salz auf je 100 ccm des zugegebenen 
Wassers auf !/3 Sattigung gebracht. Nach einiger Zeit wurde 
wieder filtriert und dasselbe Fallungsverfahren noch 2 mal 
wiederholt. SchliefSlich wurde der Niederschlag mit so wenig 
Wasser wie mdglich in den Dialysierschlauch gebracht und gegen 
flieBendes Wasser so lange dialysiert, bis mit BaCl, praktisch 
kein Niederschlag entstand. Das Globulin war in der so er- 
haltenen Suspension zum Teil ausgefallt, zum Teil in Losung. 
Vor dem Gebrauch wurde auf je 100 ccm 5 cem 0,1 n-NaOQH 


1) Diese Zeitschr., Bd. 53, S. 294, 308 (1907); Bd. 55, S. 371 (1908). 
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zugegeben. Das Volumen der Suspension war rund 2/3 von 
dem Volumen des Serums. 

Das Filtrat vom ersten Globulinniederschlag wurde durch 
Zugabe von 10 g Am,SO, auf je 100 ccm auf etwa halbe 
Sattigung gebracht. Der dabei gebildete Niederschlag wurde 
weggeworfen. Das beim Filtrieren erhaltene Filtrat wurde 
durch allmahlichen Zusatz von Am,SO, gesattigt, wozu wohl 
nie mehr als 30 g Salz auf je 100 ccm gebraucht wurde. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und mit Hilfe von so wenig 
Wasser wie mdglich in den Dialysierschlauch gebracht. Nach 
Entfernung des Salzes ‘entsprach das Volumen der Serumalbu- 
minlésung rund 3/4 des Volumens des urspriinglichen Serums. 
Der Kiirze wegen werde ich diese Lésung im folgenden mit 
Alb. bezeichnen. 

Daf die Alb. Fraktion auf Pepton einwirkt, laBt sich leicht 
mit Gerbsiure nachweisen. Das im folgenden Versuche ange- 
wandte Alb. war aus Pferdeserum bereitet. 

1. 25 Alb. -+- 50 Pepton -+ 5 NaOH 0O,in 
2. 25 » + » «+ 68D 
3. 25 >» erh.+ 50 >» -+5H,0 
4 Tage bei 37°; 40 Gerbsaure; 75 Filtrat. 
Nr. 1. 22,35; red. Wert 3,85 ccm Sadure 
>2. 092; >» » 87 » > 


> 3. 18,5. 

Im folgenden Versuch wurde die Einwirkung von Alb. 
auf Casein untersucht, das einerseits mit Globulinenzym vor- 
behandelt war, anderseits keiner solchen Vorbehandlung unter- 
worfen war. Von der Mischung 

250 Casein -++ 25 H,O -+- 25 Pferdeglobulin + 15 NaOH 0,1 n 
wurde die eine Halfte (A) zunachst 3 Tage bei 37° gehalten 
und dann zur Zerstérung des Enzyms auf dem Wasserbade 
30 Min. erhitzt. Die andere Halfte (B) wurde ohne voran- 
gegangene Enzymwirkung sofort erhitzt. Nach dem Erhitzen 
von A wurden folgende Proben bereitet: 

60 ccm A + 10 Alb. 
60 » A-+ 10 » erh. 


60 >» B+ 10 > 
60 » B+410 > erh. 
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4. Tage bei 37°; 50 Gerbsdure; 75 Filtrat. 
Nr.1. 18,5; red. Wert 2,1 


>» 2. 16,4 
. = 3,3 - > 0,8 
>» 4 2,5. 


Derselbe Versuch wurde mit Globulinenzym und Alb. vom 
Rind folgendermafen ausgefiihrt: 

Das urspriingliche Gemenge bestand aus 210 Cas. +- 50 
Glob. + 10 NaOH 0,1 n und die schlieflichen Verdauungs- 
proben waren: 


1. 60 ccm A + 15 Alb 

2. 60 » A+ 15 » erh 
3. 60 » B+ 15 >» 
4.60 » B+ 15 »~ erh. 


4 Tage bei 37°; 50 Gerbsdure; 65 Filtrat. 
Nr. 1. 7,45; red. Wert 2,2 ccm Saure 


>» 2. 2.25 
>» 8 B27: » > 0,75 >» > 
>» 4 1,95. 


Aus diesen zwei Versuchen ergibt sich also, daf das Alb. 
bereits mit Globulinenzym etwas aufgespaltenes Casein besser 
angreift als Casein, das nicht im voraus etwas peptonisiert 
war. Freilich ist die Erepsinwirkung nicht sehr stark, aber 
immerhin ist sie deutlich ausgesprochen. 

Dasselbe geht auch aus folgendem Versuch hervor; der- 
selbe zeigt zur selben Zeit, daf die Einwirkung des Globulin- 
enzymes auf das unverdnderte Casein durch Alb. gehemmt 
wird, wahrend dessen Einwirkung auf bereits etwas gespaltenes 
Casein mit der Gerbsiuremethode gemessen unter Umstianden 
sogar eine Begiinstigung erfahren kann. 

Von dem Gemenge 450 Cas. -++ 50 Pferdeglob. -+ 25 
NaOH 0,1 n wurde die eine Halfte (A) 4 Tage bei 37° gehalten 
und dann erhitzt, wahrend die andere (B) sofort erhitzt wurde. 
Nach dem Erhitzen von A wurden folgende Verdauungsproben 
bereitet: 


1. 60 ccm A + 5 Pferdeglob. -+- 15 Pferdealb. 
2,60 » A+5 > + 15 Alb. erh. 
3. 60 » A-+ 5 Glob. erh. + 15 >» 

4. (60 » A -+ 5 Glob. + 15 » ) erh. 


o* 
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Mit B wurden entsprechende Proben 5, 6, 7, 8 bereitet. 
4 Tage bei 37°; 50 Gerbsiaure; 70 Filtrat. 


Nr. 1. 21,7 ; red. Wert 4,6 ccm Séure (Glob. -+- Albuminwirkung) 


> 2. 20,65; » > 855 » »  (Globulinwirkung) 

» B. ies » “Elo s >»  (Albuminwirkung) 

> 4 17,1 

>» 5 110; » > 845 » » (Glob. +--+ Albuminwirkung) 
>» 6 13,55; » >» 11,0 » »  (Globulinwirkung) 


7. G20; » > 2s » (Albuminwirkung) 
> 8. 2,55. 
Durch Vergleichung der in den Proben Nr. 4 und Nr. & 
erhaltenen Zahlen bekommt man zuniichst eine Vorstellung von 
dem Umfang der Aufspaltung des Caseins bei der Vorbehand- 
lung von der Mischung A. 

Ferner ist aus Nr. 3 und Nr. 7 zu ersehen, dafi die Alb.- 
Wirkung auf bereits etwas peptonisiertes Casein (Nr. 3) viel 
mehr ausgesprochen ist als die auf nicht peptonisiertes (Nr. 7). 
Die Globulinwirkung (Nr. 2 und Nr. 6) verhielt sich in umge- 
kehrter Weise. 

SchlieBlich ergibt sich aus Nr. 5 und Nr. 6, daB die Zu- 
gabe von wirksamem Albumin zu dem Globulin eine Hemmung 
der Globulinwirkung mit sich bringt. Dies liegt daran, da die 
Albuminfraktion, wie wir weiter unten ersehen werden, aufer 
dem Erepsin auch eine Substanz enthalt, welche die Wirkung 
des Globulinenzyms gewissermafen hemmt. Diese Hemmung 
ist in diesem Falle zwar nicht stark, aber doch deutlich aus- 
gesprochen (2,55 ccm Siure). Wenn das Casein ohne Vorbe- 
handlung mit Globulinenzym als Substrat angewandt wird, tritt 
also eine gewisse Hemmung des Globulinenzyms durch Albumin 
hervor. In Nr. 1 und Nr. 2 finden wir dagegen nicht nur keine 
Hemmung, sondern sogar eine geringe Begiinstigung der Glo- 
bulinenzymwirkung durch das Albumin. In diesem Falle war 
das als Substrat benutzte Casein mit Globulinenzym vorbe- 
handelt und enthielt folglich gewisse primaire durch Gerbsaure 
fallbare Spaltungsprodukte des Caseins. Diese wurden bei der 
nachfolgenden Zugabe von Albumin durch das darin vor- 
handene Erepsin gespalten unter Bildung von nicht fallbaren 
Produkten. Die Aufspaltung des unverdnderten Caseins durch 
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das Globulinenzym wird wahrscheinlich auch in diesem Falle 
durch das Albumin zum Teil gehemmt, aber dieser ProzeB 
kann mehr oder weniger volistindig durch die angedeutete 
Kinwirkung des Erepsins verdeckt werden und zwar in diesem 
Versuche mit dem Erfolge, dai eine Begiinstigung der Glo- 
bulinenzymwirkung ‘resultierte. Fir den Fall, da’ primére 
Spaltungsprodukte im Substrate vorhanden sind, kann also 
die begiinstigende Wirkung des Erepsins zum Vorschein 
kommen, wihrend die Hemmung besser hervortritt, wenn nicht 
vorher angegriffenes Casein gespalten wird. Dies bedeutet, 
dafi der Hemmungskorper wohl die Aufspaltung des unver- 
iinderten Caseins zu hemmen imstande ist, aber nicht oder 
mindestens nicht in dem gleichen Grade die Weiterspaltung 
der dabei gebildeten Produkte. (Siehe Abschnitt 6). 


5. Primare und sekundare Proteasen. 


Es ergibt sich somit nach den bereits angefiihrten Ver- 
suchen, dafi das Blutserum einerseits ein Enzym enthalt, das 
die Kiweifdigestion einleiten, aber nicht ebensogut fortsetzen 
kann, anderseits ein Enzym, das die Eiweifdigestion nicht gut 
anfangen kann, aber wohl die bereits eingeleitete Spaltung 
fortzusetzen vermag. Ersteres fallt bei etwa ‘/s Sattigung mit 
Am,SO, mit dem Globulin zusammen aus, letzteres findet sich 
in der Serumalbuminfraktion (!/2 bis voller Sittigung mit 
Am,SO,). Der Kiirze wegen méchte ich diese zwei Arten von 
Enzymen primire und sekunddre Proleasen nennen. Zu 
den primaéren wurde aufer dem Globulinenzym auch das 
(méglicherweise mit dem Globulinenzym identische) Enzym auf 
dem Fibrin sowie auch (obwohl weniger ausgesprochen) das 
Trypsin zu rechnen sein. Als sekundare Proteasen waren das 
oben besprochene Harnenzym und Blutserumerepsin sowie das 
Erepsin des Darmes und das der Hefe anzusprechen. Freilich 
lassen sich auch solche Enzyme oder zum mindesten Ge-. 
menge von Enzymen denken, die weder zu den primaren 
noch zu den sekundaren Proteasen hingefiihrt werden konnen. 

Wie bereits oben auseinandergesetzt wurde, bekommt 
man mit Globulinenzym und Harnerepsin, wenn sie zugleich 
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auf Casein einwirken, eine kraftigere Wirkung, als dem Ge- 
samtbetrag der Wirkungen entspricht fiir den Fall, daB sie 
jedes fiir sich auf die gleiche Caseinmenge einwirken. In nicht 
komplizierten Fallen diirfte man auch in der Weise mit Hilfe 
von Globulinenzym entscheiden kénnen, ob ein anderes Enzym 
zu den sekundiaren Proteasen hinzufiihren sei, und mit Hilfe 
von Harnerepsin, ob es zu den primiren Proteasen gehdrt. 
Mit dem Globulinenzym und dem Erepsin der Albuminfraktion 
des Serums werden aber die eben genannten Ergebnisse nicht 
erhalten und zwar aus dem Grunde, dai das Alb. eine 
Substanz enthalt, die das Globulinenzym in seiner Wirkung 
hemmt. Da8B das in dem Alb. vorhandene wirksame Enzym 
zu den sekundaren Proteasen gehort, ging aber aus der Tat- 
sache hervor, dai es auf bereits etwas aufgespaltenes Casein 
besser einwirkt als auf nicht angegriffenes. Derselbe Schluf 
ist aber auch aus der Tatsache zu ziehen, dafi das Albumin 
Pepton in ausgesprochener Weise angreift, wihrend die direkte 
Einwirkung auf Casein sehr schwach ist. 


Priift man in eben angedeuteter Weise mit der Serum- 
albuminfraktion und Harnerepsin, ob erstere primire Protease 
enthalt, so zeigen die Ergebnisse, dai keine irgendwie erheb- 
liche Mengen der Protease vorhanden sein kénnen. Folgender 
Versuch wurde mit Rinderalbumin ausgefiihrt: 

1. 25 Alb. + 15 H.E. + 25 Cas. +- 2 NaOH 0,1 n 


2.25 » +15 H.E. erh, + 25 » + 2 NaOH On 
3. 25 » erh. + 15 HE. +25 >» +2 NaOH 0in 
4. (25 >» 4+15HE) > +25 >» +2Na0HOin 


4 Tage bei 37°; 40 Gerbsaure; 50 Filtrat. 

Nr. 1. 1,1 ; red. Wert 0,25 

> 2 13; > » 0,65) 

>» 3. 1,25; » » 0,40f 

> 4. 0,85. , 

Nr. 1 ergab eine Ziffer, welche keineswegs gr6fer war 

als der Gesamtbetrag von Nr. 2 und Nr. 3, sondern im Gegen- 

teil entschieden geringer. Anderseits zeigte folgender Versuch 

mit Pepton als Substrat, daf das Albumin Erepsin enthielt: 
1. 25 Alb. -+- 15 H,O + 25 Pept. + 2 NaOH 0,1 n 
2.25 » erh, +15 » +25 » +2 NaOH O1n 


0,85 
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4 Tage bei 37°; 40 Gerbsiure; 75 Filtrat. 
Nr. 1. 10,55; red. Wert 3,3 
> 2. 7,25. 

Lat man zwei verschiedene Globulinenzyme, z. B. vom 
Pferd und vom Rind, znsammen auf Casein einwirken, so er- 
gibt sich fiir die Wirkung eine Ziffer, welche entschieden kleiner 
ist als die Gesamtwirkung der beiden Enzyme fiir den Fall, 
dai sie jedes fiir sich einwirken, wie ich und Masai bereits 
vorher zeigen konnten.1) Wahrscheinlich hangt dies von der 
hemmenden Einwirkung der sich anhaufenden peptonartigen 
Substanzen ab. : 

Priift man mit dem Harnenzym und dem Enzym der 
Albuminfraktion des Blutserums die Einwirkung auf Pepton, 
so ergibt sich der Betrag der gleichzeitigen Einwirkung der 
beiden Enzyme auf dieselbe Substratmenge etwas geringer als 
die Summe der Wirkungen, wenn jedes fiir sich unter den 
gleichen Bedingungen einwirkt, wie aus folgenden Versuchen 
zu ersehen ist. 

Alb. vom Rind wurde in der Verdiinnung 1 : 5 H,O an- 
gewandt. Das Harnenzym war in der von mir und Masai 
beschriebenen Weise erhalten. ?) 


1. 10 Alb. +. 20 H. E. + 50 Pept. + 2 NaOH 0,1 n 
2.10 >» 4.20 H.E. erh. +50 >» +2 NaOH Oi n 
3. 10 >» erh. + 20H.E. +50 >» +2 NaOH O1n 
4. (10 > +20HE >» +50 >» +2 Na0HO1n 


4 Tage bei 37°; 30 Gerbsaure; 90 Filtrat. 

Drei solche Versuchsreihen wurden mit verschiedenen 
Bereitungen von Alb. ausgefiihrt. Die Probe 4 ergab in den 
drei Reihen die Ziffern 18,9, 19,4 und 12,65. Nach Abzug dieser 
Zahlen waren die Ergebnisse wie folgt: 


Reihe 1 Reihe 2 Reihe 3 
Nr. 1 9,0 7,99 8,35 
» 2 1,25) : 0,9 \, 1,2 ” 
‘ E . » 9,25. 
oe 8.8 poe B81 f 3,0 8.05 5 


Wie ersichtlich, ergibt die Probe Nr. 1 die gleichzeitige 
Wirkung beider Enzyme, wahrend Nr. 2 die Wirkung des 


1) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 289 (1917). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 267 (1917). 
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Albuminenzymes und Nr. 3 die des Harnenzymes repriisentiert, 
Der Gesamtbetrag von Nr. 2 und 3 ist tiberall etwas gré8Rer 
als der Betrag von Nr. 1. Irgend welche Hemmung der Harn- 
enzymwirkung seitens des Serumalbumins ist nicht aus den 
Versuchen zu ersehen, da eine solche nur fiir den Fall dar- 
getan ware, daB Nr. 1 eine entschieden geringere Ziffer ergiibe 
als Nr. 3, was nicht eintrifft. 

Da’ die beiden Serumenzyme verschieden sind, geht 
bereits daraus hervor, dai dieselben in verschiedenen Frak- 
tionen des Serumeiweifes auftreten. Hiermit soll nicht be- 
hauptet werden, daf dieselben in den beiden Eiweibfraktionen 
von einander frei auftreten. Zwar diirfte wohl die sekundire 
Protease der Serumalbuminfraktion von wirksamer primiarer 
Protease annihernd frei sein, da das Alb. auf Casein prak- 
tisch keine Wirkung ausiibt (siehe die obigen Versuche), aber 
wenn man die Globulinfraktion auf Pepton einwirken lift, be- 
kommt man eine stark ausgesprochene Wirkung, und es scheint 
aufer Zweifel zu sein, dai entweder die primire Protease der 
Globulinfraktion auch auf Pepton einwirkt, oder dai neben 
der primaéren Protease auch eine sekundiire in der Globulin- 
fraktion vorhanden ist. Fiir die letztere Ansicht spricht die 
Tatsache, dah, wie wir weiter unten lernen werden (Ab- 
schnitt 7), nach Erhitzen des Rinderserums auf 56° die daraus 
bereitete Globulinfraktion auch in der Gegenwart von Harn- 
enzym keine Einwirkung auf Casein aufweist, wahrend die 
Einwirkung auf Pepton zum Teil erhalten bleibt. Dies scheint 
darauf hinzudeuten, dafi das peptonspaltende Enzym der Glo- 
bulinfraktion mindestens zum Teil von der primaren Protease 
dieser Fraktion verschieden ist. Hier soll nur ein Versuch 
mit Pferdeglobulin angefiihrt werden, aus welchem hervorgeht, 
da8 eine ausgesprochene Einwirkung auf Pepton stattfindet. 

Ein Gemenge von 

350 Pepton -+ 75 Glob. ++ 20 NaOH 0,1 n 
wurde sofort und nach verschiedenen Zeiten bei 37° analy- 
siert und zwar einerseits mit SnCl, +- CaCl,!), anderseits mit 





1) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 277 (1917). 
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Gerbsaure. Zu den angegebenen Zeiten wurden ausgenommene 
30 ccm des Gemenges einerseits mit 30 SnCl, -- 30 CaCl, ge- 
fallt, anderseits mit 30 Gerbs. +- 30 H,O versetzt. Fir die 
Stickstoffbestimmung wurde 50 Filtrat gebraucht. 


Sofort Nach 2 Tagen Nach 4 Tagen 
Mit SnCl, 33,85 34,3 35,15 
» Gerbsiure 7,1 15,15 17,5 


In den mit SnCl, nicht fallbaren Stickstoffmengen finden 
wir nur eine unbedeutende Zunahme mit der Zeit, offenbar 
weil SnCl, in dem urspriinglichen Gemenge nur wenig fallt 
und die von der Spaltung betroffenen Produkte sowohl vor 
wie nach der Reaktion durch SnCl, nicht fallbar sind. Um so 
deutlicher wird die Spaltung durch Gerbséure angezeigt, weil 
Gerbsiiure am Anfang des Versuches sehr viel von denjenigen 
Produkten ausfilit, welche spiter gespalten und deshalb nicht 
weiter gefillt werden. 

Die Globulinfraktion wirkt also auf Casein und auf Pepton 
ein, die Albuminfraktion praktisch nur auf Pepton. Das Erepsin, 
das in beiden Fraktionen vorkommt, ist wohl wahrscheinlich 
dasselbe. Anderseits ist es wohl zu vermuten, dai dieses 
Erepsin mit dem Harnenzym identisch ist. Nach alledem wirde 
die primire Protease des Blutserums praktisch nur mit dem 
Globulin zusammen ausgefallt werden, wahrend die sekundire 
in beiden Fraktionen vorkommt. Eigentlich scheint die zuerst 
mit dem Globulin zusammen ausgefiillte Erepsinmenge an dem 
Globulin hartniéckig zu haften, da es mir auch durch 5—6 malige 
Auflésung und Wiederfallung des Globulins nicht gelungen ist, das 
Enzym zu entfernen. Fiir eine solche Entfernung ist wahr- 
scheinlich die Gegenwart von schwerer fillbaren Eiweifistoffen 
bei den wiederholten Fallungen des Globulins erforderlich. 
Bei der ersten Ausfallung des Globulins war das schwerer fall- 
bare Serumalbumin zugegen und ich sehe in dieser Tatsache 
die Ursache dazu, dafi ein Teil des Erepsins nicht mit dem 
Globulin zusammen ausgefillt wurde. 

Das Globulin enthalt nach dem Gesagten primare und 
sekundare Protease und es ist folglich imstande, die Aufspaltung 
des EiweiBes anzufangen und fortzusetzen. Offenbar wird aber 
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der Anfang in gréferem Umfang betrieben; sonst wire es 
nicht zu erkliren, daf Zugabe von Harnerepsin die durch Gerb- 
saure fallbaren Produkte in so hohem Grade vermehrt. Je 
nach der Menge der im Globulin vorhandenen sekundaren Pro- 
tease wird die Zunahme der genannten Produkte unter dem 
KinfluB des zugesetzten Harnenzyms verschieden ausfallen, 
indem dasselbe eine um so grifere Wirkung zeigen wird, je 
weniger sekundire Protease in dem Globulin im voraus vor- 
handen war. So wird es wohl zum Teil zu erklaren sein, dafi das 
Harnerepsin eine ziemlich wechselnde Effektivitat gezeigt hat.') 

In den Versuchen, tiber welche oben berichtet wurde, 
wurden Lésungen der Serumenzyme angewandt, welche be- 
triichtliche Mengen Globulin oder Albumin enthielten, und 
trotzdem habe ich stillschweigend angenommen, dafi die 
stattgefundenen Spaltungen nur die zugesetzten EiweiBkorper 
— Casein oder Pepton — betreffen. Beziiglich der Einwirkung 
des Globulinenzyms auf das Globulin geht aus bereits publi- 
zierten Versuchen von mir und Masai hervor, das dieselbe 
im Vergleich mit der Kinwirkung auf das Casein vernachlassigt 
werden kann.?) Noch weniger wird das Serumalbumin an- 
gegriffen, da dasselbe die Wirkung des Globulinenzyms hemmt; 
diese Hemmung ist in der Tat wahrzunehmen, auch wenn die 
Verdauungsergebnisse in der Gegenwart von Albumin mit den 
Ergebnissen ohne Albumin verglichen werden. *) 


6. Hemmende Substanzen. 


Dafii Blutserum die Wirkung von Pankreastrypsin 
hemmt, ist schon lange bekannt. Die hemmende Substanz 
kommt wesentlich in der Albuminfraktion vor. Die Wirkung 
derselben wird am besten mit Casein als Substrat studiert. 
DaB es um die Bildung irgendwelcher Verbindung zwischen 
dem Trypsin und der hemmenden Substanz sich handelt, scheint 
aus dem Grunde wahrscheinlich, daB8 die Hemmung um so auf- 





1) Siehe hiertiber Hedin und Masai, Diese Zeitschr., Bd. 100, 
S. 263 und besonders S. 286 (1917). 

2) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 280, 281. 

8) Hedin, Journ. of Physiol., Bd. 30, S. 195 (1903). 
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fallender wird, eine je langere Zeit die hemmende Substanz 
und das Trypsin aufeinander einwirkten, bevor das Substrat 
(Casein) zugegeben wird. Von Bedeutung ist auch die Tem- 
peratur, bei welcher das Gemenge von Trypsin und hem- 
mende Substanz aufbewahrt wird, indem die Hemmung kraf- 
tiger ausfallt, je héher bis zu einem gewissen Grade diese 
Temperatur war.!) Aus dem Gesagten folgt, daB es von grofer 
Bedeutung fiir den Umfang der Hemmung ist, ob die Trypsin- 
losung Eiweifi enthalt oder nicht. In der Gegenwart von 
viel Eiweifi wird die Hemmung geringer als mit nur wenig 
Eiweif. Meine bei den folgenden Versuchen angewandten 
Trypsinldsungen wurden in der Weise erhalten, daf frische Pan- 
kreasdriise mit Wasser (1 Liter auf 1 Kilo Driise) 24 Stunden 
bei 37° in der Gegenwart von Chloroform und Toluol auto- 
lysiert wurde. Darauf wurde vom Ungelosten filtriert und das 
Filtrat mehrtagiger Dialyse gegen flieiendes Wasser unter- 
worfen. Die so erhaltene, filtrierte Lésung besaB eine so 
kriftige Trypsinwirkung, dafi dieselbe vor den Verdauungsver- 
suchen mit 50—400 Vol. Wasser verdiinnt werden konnte. Die 
so verdiinnte Trypsinlésung ergab mit Gerbsaure nur eine eben 
sichtbare Triibung. Die Hemmung ist auch mit stark ver- 
diinntem Albumin sehr kraftig. Doch hat es sich bei meinen 
friiheren Untersuchungen herausgestellt, da& es auch mit sehr 
eroben Mengen an Albumin unmédeglich ist, eine vollkommene 
Hemmung zu erzielen.*) Dies mag wohl mindestens zum Teil 
daran liegen, daf das Serumalbumin an sich eine geringe Ein- 
wirkung auf Casein ausiibt (S.9u.10), die offenbar mit der zu- 
gesetzten Albuminmenge zunehmen mub. | 

Wie ich bereits vorher gezeigt habe, wird auch die pri- 
miire Protease der Globulinfraktion durch die Albumin- 
fraktion in ihrer Wirkung gehemmt.*) Diese Hemmung ist aber 
lange nicht so ausgesprochen wie die Trypsinhemmung. Die Ur- 
sachen dazu kénnen verschieden sein. Einmal ist das Globulin- 
enzym mit dem Pankreastrypsin wahrscheinlich nicht identisch, 





1) Hedin, Journ. of Physiol., Bd. 32, S. 390 (1905). 
2) Biochom. Journ., Bd. 1, S. 474 (1906). 
8) Journ. of Physiol. (engl.), Bd. 30, S. 195 (1903). 
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was an sich eine geniigende Erklirung des verschiedenen Verhal- 
tens bei der Hemmung sein kénnte. Zweitens enthilt die an- 
gewandte Globulinenzymlésung immer grofe Mengen an Eiweif, 
was nach dem eben Gesagten mindestens beim Trypsin die Hem- 
mung schwiicht. Dazukommt noch, daB die Albuminfraktion auger 
dem Hemmungskorper noch wirksames Erepsin enthiélt, welches 
bestrebt sein muh, die Hemmung herabzusetzen, und dessen 
Kinflu8 um so auffallender wird, je geringer die Hemmung 
itiberhaupt ist. Und besonders muf sich dies in solchen Fiillen 
zeigen, wo das Substrat von vornherein etwaige durch Gerb- 
siure fiillbare peptonartige Substanzen enthilt, welche durch 
das Erepsin in nicht fallbare gespalten werden kénnen (S. 8 u. 9). 
SchlieBlich mu8 Riicksicht darauf genommen werden, daB die 
Wirkung des Globulinenzyms mit der Gerbsiuremethode be- 
stimmt, keineswegs der zugesetzten Enzymmenge proportional 
ist, sondern viel langsamer zunimmt als diese.!) Hieraus folgt, 
da die Gerbsaureanalyse auf eine etwaige, durch Hemmung 
hervorgerufene bedeutende Abnahme der wirksamen Enzym- 
menge durch eine verhiltnismaBig geringe Abnahme in den 
Analyseresultaten antworten kann. Beim Trypsin dagegen, 
wo die Wirkung innerhalb eines grofen Intervalles der Trypsin- 
menge proportional oder annihernd proportional sich zeigt, 
muB eine etwa vorhandene Abnahme der wirksamen Enzym- 
menge sich leichter nachweisen lassen. 

Irgend welche artspezifische Hemmung habe ich bei der 
Hemmung des Globulinenzyms durch das Albumin ebensowenig 
wie beim Trypsin finden kénnen. Im Gegenteil habe ich mit 
Rindsalbumin im allgemeinen eine starkere Hemmung auf 
Pferdeglobulinenzym als auf Rindsenzym gefunden. Bei den 
Versuchen iiber die Hemmung wurde in der Kontrollprobe 
auf dem Wasserbade wihrend 30 Min. erhitzte Lésung der 
hemmenden Substanz benutzt. 

Die Abhiingigkeit des Hemmungsbetrags von der Alkali- 
nitat der Lésung wird durch folgenden Versuch etwas be- 
leuchtet. Fiir den Versuch wurde Globulin und Albumin vom 
Pferd benutzt. Zu 100 ccm Globulinsuspension wurde vor der 


1) Hedin und Masai, Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 286 (1917). 
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Zubereitung der Proben wie immer 5 ccm 0,1 n-NaOH zuge- 
setzt. Die Caseinlésung enthielt auch die gewéhnliche Menge 


Alkali: 
1. 10 Glob. + 5 Alb. -+- 50 Casein + 4 H,O 
2. 10 » +5 » erh. + 50 » +. 4 H,O 
3 10 » +5 50 Cas. +- 2H,O -+ 2 NaOH 0,1 n 
410 >» +5 , 50 » + 2H,0 + 2 NaOH 0,1 n 
2. 10 +5 » 50 >» + 4Na0H 0,1 n 
6. 10 + 5 >» BO » -- 4Na0OH 0,1 n. 


t Tage bei 37°; 50 Gerbsiure; 75 Filtrat. 
Nach Abzug des Kontrollwertes mit Globulin und Albumin 
erhitzt waren die reduzierten Werte 


Nr. 1. 10,2 ; Hemmung 3.4 
2. 136 
3. 10,55: > 4.9 
> 4. 15,45 
» & 10,75; > 5,2 


>» 6. 15,98. 

Die Versuche Nr. 2, 4, 6 mit erhitztem Albumin, wo 
keine Hemmung stattfand, ergaben also mit steigender Alkali- 
nitiit steigenden Umsatz, was mit friiheren Versuchen von mir 
und Masai tbereinstimmt.') Anderseits ergibt sich auch, daf 
die Hemmung mit der Alkalinitét in diesem Versuche zunahm. 

Um den EinfluB der Zeit, wahrend welcher das Enzym 
und die hemmende Substanz vor der Zugabe des Caseins zu- 
sammen aufbewahrt werden, zu priifen, wurde folgender Ver- 
such angestellt. Globulin und Albumin vom Pferd 

1. (10 Glob. + 5 Alb.) 6 Std. Zimmertemp. -+ 50 Cas. -- 3 NaOH 
210 >» +5 » +- 50 Cas. + 3 NaOH 


i 
+- 5 erh. + 50 » -+ 3 NaOH. 
4 Tage bei 37°; 50 Gerbsdure; 75 Filtrat 


Nr. 1. 15,5 ; Hemmung 6,75 


ww 
ns 
-_ 
— 
a2 


2. 164 ; > 5.75 
> 3. 22,15. 
In der Probe 2 wurde das Casein sofort nach dem Zu- 
sammenmischen von Globulin und Albumin zugesetzt. Aus den 
Analysen ist zu ersehen, daf die Hemmung auch hier mit der 


Zeit zunimmt; dies geschieht aber lange nicht in dem Umfange, 


‘) Diese Zeitschr., Bd. 100, 5S. 298 (1917). 
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wie bei meinen bereits zitierten Versuchen mit Trypsin der 
Fall war. 

Dasselbe wurde auch in folgendem Versuche gefunden, 
wo die Analyse mit SnCl, -+- CaCl, in vorher beschriebener 
Weise) ausgefiihrt wurde. Das Globulin riihrte vom Pferd 
und das Albumin vom Rinde her. 

. (6 Glob. ++ 2 Alb.) 2 Std. Zimmertemp. ++ 24 Cas. +- 1 NaOH 0,1 n 
5 «+ Be + 25 Cas. + 1 NaOH 0,1n 
>» +2 >» erh. + 25 » + 1 NaOH Olin 
>» +2 >)» +25 » +1 NaOH O,1n 
4 Tage bei 37°; 25 SnCl, + 25 CaCl,; 50 Filtrat. 
Nr. 1. 11,8 ; red. Wert 10,2 ; Hemmung 9,9 


—— 


or or 


We oe 


>» 2. 12,55; » >» 10,95; > 9,15 
» % Bg} + >» 20,1 
> 4 1,6. 


Die Analyse mit Zinnchlortir hat vor der mit Gerbsaure 
den Vorzug, dafi der Umsatz gréfer ausfillt, da das Zinnsalz 
weniger von den Spaltungsprodukten ausfallt als die Gerbsaure. 
Die Gerbsiureanalyse ist aber viel bequemer auszuftihren und 
scheint mir zuverldssiger zu sein. Da der EinfluB der Zeit 
nach diesen zwei Versuchen zwar gut nachweisbar, aber immer- 
hin sehr gering ist, habe ich in allen Versuchen, wo das Gegen- 
teil nicht ausdriicklich angegeben wird, das Substrat sofort 
zu dem Gemenge von Enzym und hemmender Substanz zu- 
gesetzt. 

Folgender Versuch mit Pferdeglobulin und Rindsalbumin 
wurde mit Zinnchloriir analysiert: 


1. 10 Glob. + 5 Alb. + 50 Cas. + 2 NaOH 
2.10 >» +5 » erh. + 50 » + 2 NaOH 
8.(10 >» +5 » ) >» -+50 » -+ 2 NaOH 


4 Tage bei 37°; 50 SnCl, ++ 50 CaCl,; 100 Filtrat. 
Nr. 1. 21,1; red. Wert 18,4; Hemmung 22,3 
> 2. 434: » » 40,7 
a ae 
Im folgenden Versuch wurde die Analyse einerseits mit 
Zinnchloriir, anderseits mit Gerbséure ausgefiihrt. Das Globulin 
riihrte vom Pferd, das Albumin vom Rind her. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 100, S. 277 (1917). 
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5 Glob. + 2 Alb. -++ 25 Cas, + 2 NaOH 0,1 n 
i > +2 » erh, -+ 25 » -+ 2 NaOH O,in 
.6 » +2 >)» +25 » +2 Na0HO1in 
4 Tage bei 37°; 25 SnCl, -- 25 CaCl,; 50 Filtrat. 

3 gleiche Proben Nr. 4, 5, 6 wurden in der gleichen 
Weise behandelt; nur wurde am Ende der Enzymwirkung mit 
25 Gerbséure +- 25 H,O versetzt und wie oben 50 Filtrat 
fiir die Stickstoffbestimmung genommen. 

Nr.1. 9,8 ; red. Wert 6,55; Hemmung 10,85 


or 


3 


Go 


e 


>» 2. 20,65; » > 17,4 

> & 3,25 

>» 4 3,9); » > 2,9 > 5,85 
> O. 9,5 ; > > 8,75 

>» 6. 1,05. 


In anderen Fallen habe ich eine viel geringere Hemmung 
bekommen, z. B. im folgenden Versuch, welcher mit der Ab- 
sicht angestellt wurde, zu eruieren, ob irgend welcher Unter- 
schied zwischen den auf dem ungeldésten und dem gelésten 
Globulin vorhandenen Teilen des Enzyms vorhanden ist. 150 ccm 
4 mal mit Am,SO, durch !/s Sattigung gefallte und dann dialy- 
sierte Globulinemulsion vom Pferd wurde filtriert. Das unge- 
léste (A) und das geléste (B) wurden beide mit 4 ccm 0,1 n-NaOH 
versetzt und die Lésungen auf dasselbe Volumen aufgefiillt. 


1. 20 A + 5d Alb. + 50 Cas. + 3 NaOH 0,in 
2, 20A+ 5 » erh. + 50 » + 3 NaOH O,1n 
3. 20B+ 5 >» +50 » + 3 NaOH Oi n 
f 


.20B+5 >» » +50 >» +23Na0H O1n 
4 Tage bei 37°; 40 Gerbsaure; 75 Filtrat. 

Nr. 1. 10,7 ; Hemmung 2,85 
2. 13,55 
> 3. 15,5 ; . 3,15 
4, 18,65, 

Beide Enzymloésungen wurden also in etwa dem gleichen 

Grade gehemmt. 


> 


> d 


Im folgenden Versuch wurden Globulinenzyme vom Pferd 
und vom Rind mit Albumin vom Rind gepriift. Um eine starkere 
Aufspaltung des Substrats zu erzielen, wurde in allen Proben 
20 ccm Harnerepsin (H. E.) zugesetzt. 
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1. 20 Pferdeglob. +- 20 H. E. -+- 10 Alb. -+- 25 Cas. + 2 NaOH 0,1 n 
2. 20 . +~-20 H.E.+ 10 » erh. +25 » +2 NaOHO1n 
3. 20 Rindsglob. +20 H. E.+ 10 > +25 » +2Na0HO01n 
4, 20 > +20 H.E.+ 10 » erh. +25 » -+2NaOHO1n 


4 Tage bei 37°; Gerbséure; 65 Filtrat. 
Nr. 1. 10,6; Hemmung 7,4 


>» 2. 18,0 
_— oe ae 
» 4. 12,0. 


Wie ersichtlich wurde. das Pferdeenzym stirker gehemmt 
als das Rindsenzym. 

In der Albuminfraktion des Blutserums finden sich also 
Substanzen, welche einerseits die Wirkung von Pankreastrypsin 
stark hemmen und anderseits auch die des Globulinenzyms 
beeintrichtigen, obwohl in geringerem Grade. Ob die beiden 
Substanzen identisch sind, laft sich, so viel ich finden kann, 
zurzeit nicht entscheiden. Eine andere Frage, die sich nur 
schwierig beantworten labt, ist die, ob das Erepsin in der 
Albuminfraktion durch irgend welche Substanz in derselben 
Fraktion gehemmt wird. Offenbar lift sich diese Frage durch 
direkte Versuche nicht entscheiden. Aus gewissen Griinden 
glaube ich aber schliefen zu kénnen, dafi das Erepsin wenigstens 
schwacher als die primare Protease der Globulinfraktion ge- 
hemmt wird. Wie ich oben erwihnt habe, zeigt némlich das 
Bluiserum nur eine sehr schwache Einwirkung auf Casein, 
wenn die Einwirkung mit Gerbséure gepriift wird; anderseits 
ist die Einwirkung von Serum auf Wittes Pepton ganz deut- 
lich ausgesprochen. Da nun die aus dem Serum bereitete 
Globulinfraktion eine deutliche Einwirkung auf Casein zeigt, so 
liegt die Unwirksamkeit des Serums dem Casein gegentiber 
wahrscheinlich daran, dafi die Wirkung der darin vorhandenen 
primaren Protease gehemmt wird. Eine soleche Hemmung 
kommt beziiglich der sekundiren Protease nicht oder zum min- 
desten nicht in dem gleichen Mafe zustande, da diese auch im 
Serum deutlich nachweisbar ist. 

Wenn die Frage, ob das in der Albuminfraktion vorhan- 
dene Erepsin durch irgend welche Substanz in derselben Frak- 
tion gehemmt wird, der direkten Priifung nicht unterworfen 
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werden kann, so labt sich vielleicht doch priifen, ob das 
Erepsin in der Globulinfraktion durch die Albuminfraktion ge- 
hemmt wird. Mit Riicksicht auf diese Frage kénnen folgende 
Versuche angefiihrt werden, wo das Globulin und das Albumin 
beide vom Rind herriihrten. 


1. 10 Glob. + 5 Alb. + 50 Pept. +- 2 NaOH 0,1 n 
2,10 >» +5 » erh. +50 » +2 NaOH O1 n 
3. (10 » +5 ») » +:50 >» -+ 2 NaOH 01 n 
4 Tage bei 37°; 30 Gerbsiiure; 75 Filtrat. 
Nr. 1. 28,3 ; red. Wert 12,3 
>» 2. 28,75; » > 12,85 
3. 15,9. 

1. 10 Glob. + 10 Alb. + 50 Pept. + 2 NaOH 0,1 n 
2.10 » + 10 >» erh +50 » + 2 NaOH O11 n 
2 NaOH 0,1 n 


band 


3.(10 >» + 10 » )» +50 >» + 
4 Tage bei 37; 30 Gerbsiure; F 


4 
9; red. Wert 23,0 


Nr.1. 37 S ( 
>» 2. 37,50; » > 23,0 
>» & 7 $,5. 


Beim Wiederhohlen des Versuches wurden folgende redu- 
zierte Werte erhalten: 


Bei diesen Versuchen ist man nur fiir den Fall berechtigt, 
eine Hemmung fiir bewiesen anzusehen, dab Nr. 1 einen un- 
zweifelhaft geringeren Umsatz ergeben hat als Nr. 2, was nicht 
eintraf. Immerhin mufi man aber daran denken, daf in Nr. 1 
auch das Albuminerepsin das Pepton muf aufgespalten haben, 
wodurch eine etwaige Hemmung verdeckt werden kénnte. [ch 
glaube also, daf es wohl mdglich sein diirfte, da’ das Globu- 
linerepsin des Rinderserums durch das Albumin etwas gehemmt 
wird, aber immerhin muf eine solche Hemmung sehr gering 
sein. Die Einwirkung der Globulinenzyme des Pferdeserums 
auf Pepton wird entschieden durch Rindsalbumin gehemmt, 
wie aus folgencem Versuch hervorgeht. 


1. 10 Pferdeglob. + 10 Rindsalb. -+- 50 Pept. + 2 NaOH 0,1 n 
2. 10 > +. 10 Alb. erh. + 50 >» + 2 NaOH On 


3. (10 Glob. ++ 10 Alb.) erh. +50 » -+2 NaOH Oin 
4 Tage bei 37°; 30 Gerbsaure; 70 Filtrat. 
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Nr. 1. 23,7; red. Wert 9,2; Hemmung 10,3 
> : 34 z > > 19,5 


? 


> 8 145. 


Die Hemmung ist hier unzweifelhaft, aber es fallt schwie- 
rig zu entscheiden, ob diese Hemmung die Wirkung der 
primaren oder die der sekundiaren Protease trifft. 


Ich habe auch untersucht, ob das aus Menschenharn er- 
haltene Erepsin durch Rindsalbumin gehemmt wird, aber hier 
ebensowenig, wie beim Rindsglobulinerepsin irgend welche 
Hemmung nachweisen kénnen. Das Rindsalbumin war im Ver- 
haltnis 1 Alb.: 5 H,O verdiinnt. Die Versuche wurden mit 
folgenden Volumina ausgefiihrt: 

1. 25 HE. + 10 Alb. +. 50 Pept. -+- 2 NaOH 0,1n 

2, 25 H.E. + 10 >» erh + 50 » -+ 2 NaOH 0,1 n 

4 Tage bei 37°; 30 Gerbsdure; 100 Filtrat. 


Bei drei solchen Versuchen wurden folgende Ergebnisse 
erhalten: 


Vers. 1 Vers. 2 Vers. 3 
Nr. 1 9,0 7,95 8,35 
8,8 81 8,05 


Wenn nun das Erepsin nicht oder nur sehr schwach 
gehemmt wird, wihrend die primére Protease des Serums 
jedenfalls stérker gehemmt wird, so kénnte man sich wohl 
denken, dai beide Enzyme in der Alhuminfraktion vorhanden 
sein kénnten, dafi aber die primare Protease in der Gegenwart 
der hemmenden Substanz sich nicht deutlich nachweisen liebe, 
wihrend die Erepsinwirkung deutlich hervortrite. Gegen eine 
solche Ansicht kann ich keine triftigen Griinde angeben; die 
selbstiindige Existenz der sekundaren Protease wire aber auch 
mit einer solchen Deutung der Verhaltnisse sichergestellt. 


7. In welcher Weise beeinflu&t Erhitzen des Serums auf 56° 
wahrend 30 Minuten 
die nachher daraus hergestellten Enzyme und hemmenden Substanzen? 


Frisch hergestelltes Pferdeserum wurde einerseits ohne 
vorangehende Erhitzung in oben angegebener Weise fiir die 
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Bereitung von Globulin und Serumalbumin, angewandt, ander- 
seits nach Erhitzung auf 56° wahrend 30 Minuten. Die so aus 
je 500 ccm Serum erhaltenen Globulinfraktionen wurden auf 
500 cem, die Serumalbuminfraktionen auf 300 cem aufgefiillt. 
Die aus nicht erhitztem Serum erhaltenen Fraktionen werden 
unten mit A bezeichnet, die aus erhitztem mit B. 

Zunachst wurde die Einwirkung der Globulinfraktionen 
auf Casein zusammen mit Harnenzym wie gewohnlich unter- 
sucht und zwar mit folgenden Mengen: 


1. 10 Glob. +. 20 H. E. +- 50 Cas. -+- 3 NaOH 0,1 n 
$. 1 >» + 20 H.E. erh. + 50 » + 3 NaOH 0,1 n 
3. 10 » erh. + 20H E. » +50 >» + 3 NaOH O,1n 
4.(10 » + 20H.E.) » + 50 » + 3 NaOH O,1n 
4 Tage bei 37°; 40 Gerbsaure; 70 Filtrat. 
Mit Glob. A Mit Glob. B. 

Nr. 1. 17,2 ; red. Wert 15,55 2,15; red. Wert 0,55 

. = 5,7 Tm > 4.05 1,6 ; >» > 0,0 

> 3 2,3 ; > > 0,65 2,3 ; * » Q,7 

>» 4 1,65; 1,6 


Wie ersichtlich wurden mit Glob. A die gewodhnlichen 
Verhaltnisse gefunden: die Wirkung in Nr. 1 ist groSer als 
die in Nr. 2 und 3 zusammen. Mit Glob. B wurde dagegen 
keine Wirkung erhalten (Nr. 2) und auch mit dem Harnerepsin 
zusammen (Nr. 1) ergab dasselbe kaum so viel Wirkung wie 
mit H. E. allein. Die primére Protease der Globulinfraktion B 
war folglich vollkommen zerlegt. 

Ferner wurde gepriift, ob die sekundire Protease in der 
Albuminfraktion beim Erhitzen des Serums auf 56° zerstort 
worden war. Die Mengen waren: 

1. 25 Alb. +- 50 Pept. + 3 NaOH 0,1 n 
2, 25 >» erh. +50 >» + 3 NaOH 0,1 n 
5 Tage bei 37°; 40 Gerbséure; 75 Filtrat. 


Mit Alb. von A. Mit Alb. von B. 
Nr. 1. 13,65; red. Wert 1,5 12,40; red. Wert 0,4 
> 2. 12,15 12,0. 


Der Versuch zeigt also zunichst, dai die Erepsinwirkung 
bereits in A ziemlich schwach war; immerhin war aber die- 
selbe entschieden geringer in B, obwohl sie auch in B nicht 
vollig ausgeléscht zu sein scheint. 
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Die Substanzen, welche die Wirkung des Trypsins und 
die des Globulinenzyms hemmen, wurden beim Erhitzen des 
Serums auf 56° zerstért, wie aus folgenden Versuchen zu er- 
sehen ist. Globulin und Alb. vom Pferd. Alb. nicht verdiinnt. 

1. 15 Glob. +- 5 Alb. -+- 50 Cas. + 3 NaOH 0,1 n 

2.15 » +5 » erh. + 50 Cas. + 3 NaOH 0,1 n 

Mif Alb. von A. Mit Alb. von B. 

Mr. 1. 8,4 ; Hemmung 2,25 11,9 ; keine Hemmung 

> 2. 11,25 11,8. | 

Sehr verdiinntes Schweinetrypsin mit Alb. vom Pierd in 
der Verdiinnung 1 Alb.: 10 H,O: 

1. 10 Tryps. + 10 Alb. +. 25 Cas. 
2,10 » +10 » erh + 2% >» 
2 Tage bei 37°; 20 Gerbsiure; 50 Filtrat. 


Mit Alb. von A. Mit Alb. von B. 
Mr. 1. 4,2; Hemmung 14,5 21,6 ; keine Hemmung 
>» 2 18,7 21,65. 


Obwohl das aus dem nicht auf 56° erhitzten Serum er- 
haltene Globulin die primire Protease enthalt und demnach 
selbst auf Casein einwirkt, hemmt es entschieden die Kin- 
wirkung von Trypsin auf Casein, wihrend dies nicht fiir das 
nach Erhitzen des Serums auf 56° hergestellte Globulin kon- 
statiert werden konnte. Die Hemmungswirkung des Globulins A 
ist doch entschieden geringer als die mit Alb. von A erhaltene. 
Das Trypsin war das im vorigen Versuche angewandte Schweine- 
trypsin in der gleichen Verdiinnung. Das Globulin war nicht 
verdiinnt. 


1. 10 Tryps. + 5 Glob. +- 25 Cas. 
2. 5 » erh. 
2 Tage bei 37°; 20 Gerbsiture: 40 Filtrat. 
Mit Glob. A Mit Glob. B. 
Br: i. 8,2; Hemmung 8,9 11,2; keine Hemmung 
> 2. 17,1 11,0. 


Aus Rindsserum wurden wie oben aus Pferdeserum 
Globulin und Albuminfraktionen hergestelit einerseits mit nicht 
erhitztem Serum, anderseits mit Serum, das 30 Minuten auf 
56—57° erhitzt worden war. Die beiden Globulinfraktionen 
wurden nach der Dialyse auf dasselbe Volumen aufgefiillt und 
ebenso die Albuminfraktionen. 
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Zunichst wurde mit beiden Globulinfraktionen und Harn- 
erepsin gepriift, ob dieselben primare Proteasen enthielten. Die 
Mengen waren in einem Versuche: 


1. 20 Glob. + 20 H. E. + 50 Cas. -++ 3 NaOH 0,1 n 
2. 20 » -- 20 H. E. erh. +- 50 » -+ 3 NaOH O,1n 
3. 20 »  erh. + 20 HE. +50 » -+ 3 NaOH 0,in 
4. (20. » + 20H E) » + 50 » +3 NaOH O,1n 
4 Tage bei 37°; 40 Gerbsaéure; 75 Filtrat. 
Mit Glob. A Mit Glob. B 
Nr. 1. 8,5; red. Wert 6,6 2,15; red. Wert 0,35 
> 2 4.6; » > 2,7 1.70; » > 0,0 
‘eo Ba; 3 >» 08 2,60; > > 0,8 
»& 1°. 1,8. 


In dem auf 56—57° erhitzten Serum war also keine 
primire Protease vorhanden. Das Glob. A enthielt wie gewéhn- 
lich primire Protease, wie aus dem Versuche zu ersehen ist. 

Darauf wurden die Globulinfraktionen auf Erepsin ge- 
prift. Die Mengen waren: | 

1. 25 Glob. +. 50 Pept. -+- 2 NaOH 0,1n 
225 >» erh. +50 » +2 NaOH O1in 
7 Tagen bei 37°; 40 Gerbsiure; 80 Filtrat. 
Mit Glob. A. Mit Glob. B. 
Nr. 1. 34,85; red. Wert 18,55 19,9; red. Wert 2,8 
> 2. 16,3 17,1. 

Die Einwirkung auf Pepton war also im Glob. A ziem- 
lich stark, in Glob. B aber bedeutend schwacher, obwohl 
deutlich ausgesprochen. Wahrend also die primiare Protease 


der Globulinfraktion beim Erhitzen des Serums auf 56—57° 


; wihrend 30 Minuten vollig vernichtet wird, wurde das Erepsin 
{ nur stark geschwiicht. 


Die Wirkung des Serumalbumins auf Pepton wurde auch 
geprift und zwar in beiden Fallen mit folgenden Volumina: 
1. 25 Alb. + 50 Pept. + 2 NaOH 0,1n 
2.25 » erh.+ 50 >» -+ 2 NaOH Oi n 
5 Tage bei 37°; 40 Gerbsdure; 75 Filtrat. 


7 Mit Alb. von A Mit Alb. von B. 
q Nr. 1. 14,6; red. Wert 3,0 15,25; red. Wert 3,45 
> 2 11,6 11,8. 


In diesem Falle war also die Erepsinwirkung in dem 
Alb. auch in dem auf 56—57° erhitzten Serum erhalten. 


: 











38 S. G. Hedin, 


Die Hemmungswirkung wird im Rindsserum beim Er- 
hitzen auf 56° nicht vernichtet, sondern nur etwas geschwiicht, 
was sich vor allem bei der Hemmung der Trypsinwirkung 
sichtbar macht. Beim Versuche hieritiber war das Trypsin 
dasselbe wie das in den Versuchen 8. 26 angewandte; das Alb. 
war mit 10 Vol. Wasser verdiinnt: 

1. 10 Tryps. + 10 Alb. -+- 25 Cas. 
. mw +10 >» erh. + 25 
2 Tage bei 37°; 20 Gerbséure; 40 Filtrat. 


» 


Mit Alb, von A. Mit Alb. von B. 
Nr. 1. 2,4; Hemmung 14,3 5,05; Hemmung 11,0 
» 2. 16,7 16,05. 


Die Hemmung war folglich in beiden Fallen sehr deut- 
lich, obwohl etwas starker mit Alb. vom nicht erhitzten Serum. 


Aus einem anderen Rindsserum wurden wie vorher 
die Fraktionen A und B aus nicht erhitztem und auf 56—57° 
erhitztem Serum bereitet. Dann wurden die Globulinfraktionen 
wie oben mit Harnenzym zusammen auf primire Protease 
gepriift. Die Mengen waren: 

10 Glob. + 20 H. E. + 25 Cas. + 2 NaOH 0,1 n 
4 Tage bei 37°; 20 Gerbsaure; 45 Filtrat. 


Mit Glob. A. Mit Glob. B. 
Nr. 1. 6,6; red. Wert 4,9 2,25; red. Wert 0,4 
» 2. 3,2; » > 1,5 1,8 > = » 0) 
» &. S23: » >» 0,5 a3: » » 0,45 
>» 4, 1,7 1,85. 


In Glob. A war also primére Protease vorhanden, aber 
nicht in B, was mit den oben erhaltenen Ergebnissen voll- 
kommen iibereinstimmt. 


Mit noch einem anderen Rindsserum wurden dieselben 
EiweiBfraktionen hergestellt, nur wurden die Globulinfraktionen 
im ganzen 6mal mit Am,SO, gefallt, wahrend vorher nur 4mal 
gefallt wurde. Die Priifung der Globulinfraktionen auf primare 
Protease geschah diesmal ohne Zuhilfenahme von Harnenzym 


folgendermaBen : 
1. 10 Glob. - 25 Cas, + 2 NaOH 0,i n 
2.10 » erh +25 » +-2 NaOH O1n 


4 Tage bei 37°; 20 Gerbsiure; 30 Filtrat. 
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Mit Glob. A. Mit Glob. B 
Nr. 1. 1,35; red. Wert 0,85 0,5; red. Wert O 
» 2, 0,5 0,5. 


Eine gewisse Wirkung wurde also mit Glob. A erhalten, 
mit Glob. B aber keine. 

Die Albuminfraktionen wurden wie vorher mit Pepton 
untersucht: 


1. 25 Alb. -+- 50 Pept. +- 2 NaOH 0,1 n 
2. 25 >» erh. + 50 » + 2 NaOH Oi n 
4 Tage bei 37°; 30 Gerbsdure; 90 Filtrat. 
Mit Alb. A. Mit Alb B. 
Nr. 1. 18,85; red. Wert 4,1 16,9; red. Wert 1,8 
* %. 14,75 15,1. 


Die Erepsinwirkung war also im Alb. B nicht ausgeldscht, 
sondern nur geschwicht. 

Es ergibt sich also, dafB beim Erhitzen von Pferde- oder 
Rindsserum auf 56° wihrend 30 Minuten die primére Protease 
vollig vernichtet wird, wahrend die sekundire nur stark ge- 
schadigt wird. Die hemmenden Substanzen waren im Ver- 
suche mit Pferdeserum auch vollig zerlegt, wahrend dieselben 
im Rinderserum nur geschwacht waren. 


8. Behandlung des Serums bezw. des Albumins mit Chloroform, 
Ather, Toluol. 


Viele Forscher haben beobachtet, dafi die Hemmung, 
welche Serum auf die Trypsinwirkung ausibt, durch Behand- 
lung des Serums mit Ather, Chloroform oder Benzol mehr 
oder weniger vollstindig verschwindet.') Auferdem hatten 
bereits vorher Delezenne und Pozerski?) gefunden, daf Serum 
beim Aufbewahren mit Chloroform das Vermégen erwarb, auf 
Eiweif spaltend einzuwirken. Bald darauf, da ich gefunden 
hatte, dah das proteolytische Enzym des Serumglobulins durch 

') Schwartz, Wien. klin. Wochenschr., Bd. 22, S. 1151 (1909); 
Cobliner, Biochem. Zeitschr., Bd. 25, S. 494 (1910); Rosenthal, Folia 
serolog., Bd. 6, S. 285 (1911); Meyer, ebenda, Bd. 7, S. 472 (1911); 
Kirchheim, Arch. f, exp. Path. u. Pharm., Bd. 73, S. 374 (1913); Su- 


gimoto, ebenda, Bd. 74, S. 14 (1913); Jobling u. Petersen, Journ. of 
exp. Med., Bd. 19, S. 459 (1914). 
2) Compt. rend. d. 1. Soc. biol., Bd. 55, 5. 327 (1903). 
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das Serumalbumin in seiner Wirkung gehemmt wird, habe ich 
auf die Méglichkeit hingewiesen, daf die hemmende Substanz 
bei der Kinwirkung von Chloroform auf das Serum geschidigt 
und aufer Wirkung gesetzt wird.) Uber die erwahnten Ver- 
haltnisse habe ich nun einige Versuche angestellt : 

Zunachst wurde Rindsserum mit 2 Volumen Chloroform 
3 Stunden im Schiittelapparat behandelt. Da nach dem Schiit- 
teln die Fliissigkeiten sich nur schlecht voneinander scheiden, 
wurde zentrifugiert und die Serumschicht mehrmals filtriert. 
Dann wurden folgende Proben bereitet: 

1. 15 Ser. nicht beh. mit Chloroform -+- 25 Cas. 
2. 15 » beh. mit Chloroform + 25 >» 
8.15 > erh. +25 >» 
4 Tage bei 37°; 20 Gerbsdure -+- 20 H,0; 30 Filtrat. 
Nr. 1. 1,7; red. Wert 0,6 
» aa: >» 2,0; Zunahme 1,4 
ee. 

Durch die Behandlung mit Chloroform war folglich das 
Vermodgen des Serums, auf Casein einzuwirken, um einen Be- 
trag gestiegen, der 2,0 — 0,6 = 1,4 ccm Saure entsprach. 

Ein anderes Rindsserum ergab folgende Ziffern: 


Nr. 1. 1,6; red. Wert 0,4 
>» 2. oo; >» 0,8; Zunahme 0,4 
» & 1,2. 
Bei der Einwirkung auf Pepton ergab das erste der be- 
handelten Rindssera: 
1. 10 Ser. nicht beh. mit Chloroform -}- 25 Pept. 
2. 10 » beh. mit Chloroform + 25 » 
3. 10 » erh. +25 » 
4 Tage bei 37°; 20 Gerbsaiure -+ 20 H,O; 35 Filtrat. 
Nr. 1. 7,85 ; red. Wert 3,25 
>» 2. 8,75; >» >» 415; Zunahme 0,9. 
>» 3. 4,6. 
Auch hier finden wir also eine Zunahme der Einwirkung 
nach der Chloroformbehandlung; berechnet als Bruchteil der 


Gesamtwirkung erreicht aber diese Zunahme nicht denselben 
Wert wie bei Einwirkung auf Casein. 





1) Journ. of Physiol., Bd. 30, S. 195 (1903). 
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Pferdeserum ergab nach 3stiindigem Schiitteln einerseits 
mit 2 Volumen Chloroform, anderseits mit 2 Volumen Ather 
folgendes: 


1. 15 Ser. nicht beh. mit Extraktionsmittel -+- 25 Cas. 
2. 15 » beh. mit Chloreform + 25 » 
3.15 » » » Ather +25 >» 
4 15 »~ erh. 25 » 
4 Tage bei 37°; 25 Gerbséure -++- 20 H,O; 40 Filtrat. 

Nr. 1. 2,25; red. Wert 0,15 

> 2. 2,55; » > 0,45; Zunahme 0,3 

>» 3. 2.3 ; > > 0,2 : > 0,05. 

4. 2.1 


In den eben angefiihrten Versuchen, wo das Serum mit 
Chloroform oder Ather behandelt wurde, konnte also eine 
geringe Zunahme der proteolytischen Wirkung beobachtet 
werden, nach der Behandlung mit Chloroform aber mindestens 
beim Pferdeserum tbersteigt diese Zunahme kaum den Ver- 
suchsfehler. Wie oben angedeutet wurde, liegt diese Zunahme 
wahrscheinlich daran, dafii die hemmende Substanz in irgend 
welcher Weise aufer Wirkung gesetzt wird. Dab dem so ist, 
geht aus folgenden Versuchen deutlicher hervor, wo das Serum- 
albumin, das nach dem oben Gesagten die Hauptmasse der 
hemmenden Substanzen enthalt, mit verschiedenen Fliissig- 
keiten behandelt wurde. 


Cl 
Jr 


25 ecm Alb. vom Rind wurde mit 2 Volumen der unten 
angegebenen Fiiissigkeiten 2 Stunden geschiittelt. Danach 
wurden die Fliissigkeiten eventuell durch Zentrifugieren von 
der Albuminlésung geschieden und die Einwirkung des nicht 
behandelten Albumins sowie die des mit verschiedenen Mitteln 
behandelten auf Trypsin untersucht. Das Trypsin war das 
vorher angewandte Schweinetrypsin, in der gleichen Weise wie 
vorher verdiinnt. Die Albuminl6sungen wurden vor der Be- 
reitung der Verdauungsproben alle mit 5 Volumen Wasser 
verdiinnt. 


1. 10 Tryps. -+ 5 Alb. nicht beh. -+- 25 Cas. 
2,10 » +5 » beh. mit Toluol +25 » 
3. 10 > he 5 » > > Ather 25 » 
4. 10 > a1 5 >» > » Chloroform ~+- 25 >» 


6 10 >» +5 > erh. 425 > 
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2 Tage bei 37°; 20 Gerbsaure; 35 Filtrat. 
Nr. 1. 2,0; Hemmung 13,7 


>» 2, 2.3 ; > 13,4 
>» 3. 9,5; ’ 6,2 
» 4, 13,0; > 2,7 
>» 5. 15,7. 


Wie ersichtlich fiel die Hemmung nach der Behandlung 
mit Chloroform sehr gering aus im Vergleich mit der vom 
nicht behandelten Albumin erzeugten. Weniger wurde die 
Hemmung durch die Atherbehandlung vermindert und nach 
Toluolbehandlung war die Hemmung praktisch unbeeinfluft. 

In einer entsprechenden Versuchsreihe wurde der Ein- 
fluf{ derselben Albuminlésungen auf die Hemmung des Globulin- 


enzyms geprift. Das Enzym rihrte vom Pferd her. Das 
Albumin wurde diesmal unverdiinnt angewandt. 


1. 10 Glob. ++ 5 Alb. nicht beh. -+- 25 Cas. -+- 2 NaOH Oi n 
2.10 » -++5 » beh. mit Toluol +25 » -+ 2Na0H 0,in 
8.10 » +5 » » » Ather +25 » + 2Na0H 01n 
4.10 >» +5 » » » Chloroform + 25 » -+ 2 NaOH 0,in 
5. 10 » + 5 erh + 25 » -+ 2 NaOH 0,1 n 
4 Tage bei 37°; 25 Gerbsdure; 35 Filtrat. 
me. 4. 6,8 ; Hemmung 3,1 
>» 2. 6,85; » 3,05 
» 3. in . 2,6 
» 4, 10,7 ; Zunahme 0,8 
> 5. 9,9. 


Hier finden wir also nach Chloroformbehandlung sogar 
eine geringe Zunahme der Enzymwirkung. Dies liegt offenbar 
daran, dafi die hemmende Wirkung des Albumins aufgehoben 
war, wodurch die begiinstigende Wirkung des in der Albumin- 
fraktion vorhandenen Erepsins hervortreten konnte. Nach der 
Atherbehandlung war die Hemmung entschieden, aber nicht 
sehr stark vermindert, wiihrend die Toluolbehandlung ohne 
Einflu8 war. Diese letztere Beobachtung verdient besonders 
hervorgehoben zu werden, da daraus erhellt, daB der Gebrauch 
von Toluol als Antisepticum sowohl beim Aufbewahren der 
verschiedenen von mir gebrauchten Fliissigkeiten wie bei den 
eigentlichen Verdauungsversuchen die Wirkung der Hemmungs- 
korper nicht beeinflu8t haben kann. 
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Der Einflu8 der Atherbehandlung auf die hemmenden 
Substanzen war in den obigen zwei Versuchen zwar deutlich, 
aber doch gering. In einem anderen Versuche habe ich des- 
halb versucht durch kontinuierliche Extraktion in einer dem 
Soxhletschen Apparate ahnlichen Einrichtung wahrend 12 
Stunden bessere Resultate zu erzielen. Die Agentien waren 
die gleichen wie im vorigen Versuche: 

1. 10 Glob. -+- 10 Alb. nicht extrahiert + 2: 2 NaOH 0,1 n 
2.10 » +10 >» extr. mit Ather + 25 » +2 NaOH On 
3.10 » +10 >» erh. +25 » +2 NaOH 0,1 n 


4 Tage bei 37°; 25 Gerbsiure; 40 Filtrat. 


Nr. 1. 8,1 ; Hemmung 3,6 
» 2. 8,45 ; > 3,25 
>» 3. 1) Ow 3 


Die Hemmung wurde also bei dieser Behandlung nicht 
stiirker beeinfluBt als beim Schiitteln mit Ather, und tiberhaupt 
scheint es unmdglich zu sein, durch Behandlung des Albumins 
mit Ather eine vollkommene Beseitigung der Hemmung zu 
bewirken. 

Dies gelingt aber, wie wir fiir das Globulinenzym bereits 
gesehen haben, bei der Chloroformbehandlung, obwohl diese 
nicht immer so weit getrieben wird, dai das chloroformbe- 
handelte Albumin die Enzymwirkung verstarkt. Im folgenden 

| Versuche war die Hemmung nur eben aufgehoben. Das Glo- 

bulin riihrte vom Pferd her und das Albumin vom Rind. 

Dasselbe wurde 3 Stunden mit 2 Volumen Chloroform ge- 
schiittelt : 

1. 15 Glob. +- 10 Alb. nicht beh. +. 25 Cas. + 2 NaOH 0.1 n 

2.15 » +10 » beh. mit Chlorof.+ 25 » -+ 2 NaOH 0,1n 

> 


3.15 » +10 » erh. +25 » -++ 2Na0H 0,1 n 
4 Tage bei 37°; 30 Gerbséure; 45 Filtrat. 
mr. 1. 9,5 ; Hemmung 3,4 
>» 2. 12.95: 
» 3. 12.9. 


Folgender Versuch zeigt, dai die Hemmung, welche das 
Rindsalbumin auf Trypsin bewirkt, nach 3stiindigem Schiitteln 
mit Chloroform vollkommen beseitigt werden kann, mindestens 
wenn das Trypsin auf Casein einwirkt; bei der Einwirkung 


; 
| 
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auf Pepton war ein Teil der Hemmung noch vorhanden. Das 
Trypsin war das bei den vorigen Trypsinversuchen gebrauchte. 


1. 10 Tryps. -+ 5 Alb. nicht beh. + 25 Cas. + 1 NaOH 0,1 n 
2,10 » +5 » beh. mit Chlorof.+ 25 » + 1 NaOH O1 n 
3.10 » £-+- 5 erh. +25 >» -+ 1 NaOH 0,1 n 
3 Tage bei 37°; 20 Gerbséure; 45 Filtrat. 
Nr. 1. 1,8 ; Hemmung 17,8 
>» 2. 19,55 ; > 0,05 
> 3. 19,6. 
1. 10 Tryps. + 5 Alb. nicht beh. +- 50 Pept. 
2,10 » +45 beh. mit Chlorof. + 50 » 
3. 10 » +5 »~ erh. + 50 >» 
4.110 » +5 ») » + 50 » 
4 Tage bei 37°; 30 Gerbsiure; 65 Filtrat. 


Nr. 1. 21,3; red. Wert 10,5; Hemmung 18,3 

>» 2, Yt ia >» 249; > 3,9 
3. 39.6; » > 288 

>» 4, 10,8. 


Die Hemmung der Peptondigestion lift sich also sch wieriger 
beseitigen als die der Caseindigestion. 

Unter den gepriiften organischen Fliissigkeiten ist folg- 
lich Chloroform diejenige, welche bei der Einwirkung auf 
Albumin dessen Vermégen von Hemmung am _ kraftigsten 
herunterbringt. Deshalb habe ich mit Chloroform gepriift, ob 
moéglicherweise an das Enzym gebundener Hemmungskorper 
geschwiicht werden kann, was sich offenbar in der Weise 
kund geben wiirde, dafi eine verhaltnisméfig unwirksame 
Mischung von Enzym und Hemmungskorper bei der Behand- 
lung mit Chloroform an Enzymwirkung zunehmen wiirde. Zum 
folgenden Versuch, welcher die angedeutete Frage beriihrt, 
wurde dasselbe Trypsin wie vorher angewandt. Albumin vom 
Rind kam in der Verdiinnung 1 Alb. : 5 H,O zur Verwendung. 
Ein Teil von dem Albumin wurde keiner weiteren Vorbehand- 
lung unterworfen. Ein anderer Teil wurde mit 2 Volumen 
Chloroform 8 Stunden bei 37° unter Umschiitteln gehalten. 
Wieder ein anderer Teil wurde zur Bereitung einer Mischung 
von 50 cem Trypsinlédsung und 25 cem Alb. verwendet. Diese 
Mischung wurde zunichst 2 Stunden bei 37° gehalten, damit 
die Einwirkung des Albumins auf das Trybsin  stattfinden 
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konnte. Darauf wurde ein Teil dieser Mischung in der gleichen 
t Weise mit Chloroform behandelt wie das Albumin. Schlief- 
lich wurden folgende Verdauungsfliissigkeiten bereitet. 


!. 10 Tryps. -+ 5 Alb. nicht beh. mit Chlorof. -+- 25 Cas. 
2.10 >» +- 5 » erh. auf 100° + 25 > 
3. 10 » + 5 » beh. mit Chlorof. + 25 » 
4. 15 Mischung nicht beh. mit Chlorof. + 25 » 
5, 15 > beh. mit Chlorof. + 25 » 
2 Tage bei 37°; 20 Gerbsdure; 35 Filtrat. 
Nr. 1. 1,6 
» 2. 14,2 
>» 3. 14,2 
» 4 Ff 
5. 1,5. 


E's ist folglich zu ersehen, dafB die hemmende Substanz 
ohne die (:¢genwart von Trypsin vollkommen entkraftet wurde 
(Nr. 2, 3), aber nicht durch Chloroform beeinfluit wurde fiir 
den Fall, dafi dessen Einwirkung auf Trypsin bereits statt- 
gefunden hatte (Nr. 1, 4, 5). Dasselbe habe ich auch mit Glo- 
bulinenzym vom Pferd und Albumin vom Rind nachweisen 
konnen : 

100 ccm Glob. + 50 ccm Alb. wurde 1 Stunde bei 37° 
gehalten und filtriert. Ein Teil davon wurde mit 2 Volumen 


9 


Chloroform 3 Stunden geschiittelt. 


1. 15 Mischung nicht beh. mit Chloroform -- 25 Cas. + 1 NaOH 0,1 n 
2. 15 > > > >» >» erh.+ 25 >» + 1 NaOH 0,1 n 
3. 15 > beh. mit Chlorof. 25 » -+-1 NaOH On 
4. 15 > > > > erh.-+ 25 » + 1 NaOH 0,1 n 


4 Tage bei 37°; 25 Gerbsiiure; 35 Filtrat. 


Nr. 1. 4.15: red. Wert 2.15 


Q5 
v0. 


Die Enzymwirkung war also dieselbe, unabhiangig davon, 
ob die Mischung von Glob. und Alb. mit Chloroform behandelt 
war oder nicht. 

Der Riickstand, welcher nach der Verdunstung des bei 
der Behandlung des Albumins angewandten Athers zuriick- 
bleibt, ist sehr gering. Wird dasselbe mit etwas Wasser und 
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einem Tropfen 0,1 n-NaQH angeriihrt, bildet sich eine Emulsion, 
aber trotz eifriger Bemithungen ist es mir nicht gelungen, mit 
Hilfe dieser Emulsion irgendwelche Hemmung der Trypsin- 
wirkung zu erzielen, und tiberhaupt geben meine Extraktions- 
versuche keinen Aufschluf tiber die Natur der hemmenden 
Substanz. 

In diesem Zusammenhang mag daran erinnert werden, 
dai nach meinen friiheren Versuchen tiber diejenige Substanz 
in dem Serumalbumin, welche die Trypsinwirkung hemmt, 
diese Substanz ihr hemmendes Vermégen beim Behandeln mit 
schwacher Saure (0,2°/o Essigséure bei 37°) verliert, daB aber 
dieses nicht eintrifft, fiir den Fall, daB ein Gemenge von Trypsin 
und Albumin der S&urewirkung unterworfen wird und die 
hemmende Substanz also bei der Siurebehandlung bereits mit 
dem Trypsin verbunden ist.1) Ein solches Gemenge nimmt 
also weder bei der Behandlung mit Chloroform noch mit Siéure 
an Trypsinwirkung zu. Anders verhalt sich, wie ich auch ge- 
funden habe, diejenige Substanz im Serum, welche das Kalbslab. 
in seiner Wirkung hemmt. Diese Substanz verliert auch beim 
Behandeln mit Saure ihr Hemmungsvermodgen, aber dies ge- 
schieht sowohl wenn die Substanz in freier Form zugegen ist, 
wie auch wenn dieselbe mit dem Lab bereits verbunden ist, 
und eine Lablésung, welche hemmende Substanz enthalt, nimmt 
folglich bei vorsichtigem Behandeln mit Séure an _ labungs- 
erregendem Vermogen zu.?) 


9. Zusammenfassung. 


Die hauptséchlichsten Ergebnisse dieser Arbeit kénnen 
kurz folgendermafen angegeben werden: 


1. Mit der Gerbsauremethode gepriift, zeigt das Serum 
entweder keine oder eine sehr schwache Einwirkung auf Casein, 
aber eine unzweifelhafte Aufspaltung von Pepton. 


2. Wenn das Serum mit Am,SO, fraktioniert wird, ent- 
halt die bei etwa 1/s Sattigung ausfallende Globulinfraktion 





*) Biochem. Journ., Bd. 1, S. 474 (1906). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 60, S. 85 (1909). 











Uber die proteolytischen Verhaltnisse im Serum. 47 


primére und sekundiare Protease, d.h. sie wirkt auf Casein 
und auf Pepton spaltend ein. Erstere Wirkungsfahigkeit kann 
nicht nachgewiesen werden nach dem Erhitzen des Serums 
auf 56° wahrend 30 Minuten, wohl aber die letztere, obwohl 
stark geschwacht. Die zwischen !/2 und voller Sattigung aus- 
fallende Albuminfraktion enthalt praktisch nur sekundare Pro- 
tease, d. h. sie wirkt wohl auf Pepton, aber nicht nennenswert 
auf Casein ein. Auferdem enthalt die Albuminfraktion Sub- 
stanzen, welche sowohl die Wirkung des Pankreastrypsins wie 
die der primaren Protease der Globulinfraktion hemmen. 


3. Die Wirkung dieser hemmenden Substanzen wird beim 
Behandeln des Albumins mit Chloroform oder Ather aufgehoben 
bezw. geschwécht. Wenn aber die hemmenden Substanzen 
auf die Enzyme bereits eingewirkt haben, ist eine nachfolgende 
Behandlung mit Chloroform wirkungslos. 








Beitrage zur Kenntnis der Nikotinsdurederivate. 


II. Mitteilung. 


Uber Guvacin und Isoguvacin. 
Von 


E. Winterstein und A. Weinhagen. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Fidgenissischen Technischen 
Hochschule, Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1918.) 


Der Entdecker der Arekanuf-Alkaloide, E. Jahns,*) hat 
fiir das Hauptalkaloid, das Arecolin, eine Formel aufgestellt, die 
erst viel spiiter durch eine duferst interessante Synthese von 
A. Wohl und A. Johnson?) bewiesen wurde. Dem Arecolin 
kommt hiernach die Formel | zu 

CH 
I. H,C/ NC. COOCH, 


H.C. /CH, 
N 


Arecolin 


CH, 

Fir eines der Nebenalkaloide, das Jahns in nicht ganz 
reinem Zustand isoliert hatte, das Guvacin, wurde von dem 
Genannten eine Formel aufgestellt, die héchst unwahrschein- 
lich ist. G. Trier,*) welcher sich in unserem Laboratorium 


) Arch. der Pharm., Bd. 229, S. 669 (1891); Ber. d. Deutsch. Chem 
Gesellsch., Bd. 21, S. 3404 (1888) ; ibid., Bd. 23, S. 2972 (1890); ibid., Bd. 24, 
S. 2615 (1891). 

2) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Bd. 40, S. 4712 (1907). 

®) Weitere Beitriige zur Kenntnis einfacher Pflanzenbasen, Diese 
Zeitschr., Bd. 85, S. 386 (1913); G. Trier, Uber einfache Pflanzenbasen, 
Berlin 1912; E. Winterstein und G. Trier, Die Alkaloide, Berlin 1910, 


S. 293. 
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mit den Nebenbasen der bezeichneten Droge beschaftigt hat, 
gibt dem Guvacin die durch die Formel II ausgedriickte Kon- 
stitution, wonach das Guvacin auch als 


CH, 0H 
/ 
I. H,C7 \C—COOH | | 
gt Eee Guvacin (Trier) 
H,C\ CH 
N 


ein Nikotinséiurederivat anzusehen ist. Da Alkaloide einer 
Pflanze oft enge Beziehung in ihrem Bau aufweisen, erscheint 
obiges Formelbild nicht unwahrscheinlich. 

Nach Jahns Beobachtungen findet sich neben dem Gu- 
vacin noch ein anderes Alkaloid. Er sagt dariiber folgendes: 
«Es mufte also in dem bei 265—270° schmelzenden Basen- 
gemenge neben Guvacin noch ein anderes Alkaloid stecken, 
das zwar dieselbe Zusammensetzung wie dieses zu besitzen 
scheint, sich von ihm aber durch die Fahigkeit, zwei Wasser- 
stoffatome gegen Methyl auszutauschen, bestimmt unterscheidet>. 

Trier fand, daB sein Guvacin optisch aktiv ist. Die neben 
dem Guvacin vorkommende Base bezeichnet Trier als Isogu- 
vacin und gibt ihm die Formel III. 

CH, 
Ill. H,G/ C-COOH 
HC. Jou 
N 
H 

Im Wintersemester 1914/15 stellte uns die Firma F. Hoff- 
mann, La-Roche & Cie in Basel eine gréBere Menge kon- 
zentrierter Mutterlauge, welche bei der Darstellung des Are- 
colins resultiert, zur Verfiigung. Wir danken auch an dieser 
Stelle der genannten Firma bestens. 


Isoguvacin (Trier) 


Es gelang uns, nach einem relativ einfachen Verfahren 
daraus 2 isomere Verbindungen, die wir Guvacin und Isogu- 
vacin nennen, darzustellen. Die Ergebnisse unserer Untersuchung 
waren im Herbst 1916 im Manuskript fertig. Eine ausfiihr- 
liche Publikation erfolgt in dem Archiv fiir Pharmacie.') Im 


1) Siehe dariiber die ausfiihrliche Publikation. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIV. 4 
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Hinblick auf die Verdffentlichungen von K. Freudenberg’) 
und die Arbeiten von K. He8 und F. Leibbrandt?) iiber den 
gleichen Gegenstand teilen wir an dieser Stelle die Ergebnisse 
unserer Untersuchungen in aller Kiirze mit. 


I. Uber das Guvacin. 


Uber die Darstellung bezw. Trennung der beiden iso- 
meren Basen ist folgendes anzugeben. Die braune, dickfliissige 
Mutterlauge wurde mit viel Wasser verdiinnt, mit Bleiessig 
gereinigt; die erhaltenen Chlorhydrate wurden mit alkoholischer 
Sublimatlésung gefallt, aus dem Filtrat davon wurde ein 
schwachgefirbter Riickstand erhalten, welcher zuniachst mit 
Alkohol behandelt und durch systematische Krystallisation in 
12 Fraktionen zerlegt wurde. Die ersten acht Fraktionen 
schmolzen scharf bei 312°; die letzten drei leichter léslichen 
bei 231°. Die ersten Fraktionen gaben uns 75 g Guvacin- 
chlorhydrat; die zweite (ca. 10 g) wollen wir als Isoguvacin- 
chlorhydrat bezeichnen. 

Eigenschaften des Guvacins. Das Chlorhydrat 
C,H,NO,HC]. Schmelzp. 312°; in kaltem Wasser nicht leicht 
loslich. 

Platindoppelsalz (C,H,NO,HCl),PtCl, 4 H,O. Das Wasser 
entweicht tiber Calciumchlorid. Schmelzp. vom H,O-freien 
Salz 233°. Wenig loslich in kaltem Wasser. 

Golddoppelsalz C,H,NO,HC1AuCI,. Schmelzp. 195—197°. 
Schwer léslich in kaltem Wasser. 

Nitrosoguvacin. Schmelzp. 167°. Nadeln aus heiliem 
Wasser. Gibt die Liebermannsche Nitrosoreaktion. 

Die freie Base C,H,NO, wurde in verschiedener Weise 
aus dem Chlorhydrat dargestellt. Charakteristische Prismen. 
Schmelzp. 293—-295°. Neutral gegen Lackmus. Wir fanden, 
da8 unser Guvacin optisch inaktiv ist. Mit Eisenchlorid tritt 
Rotfarbung ein. 


1) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Bd. 51, S. 976 (1918). 
2) Ibid., Bd. 51, S. 806 (1918). Siehe auch K. Hef, ibid., Bd. 41, 
S. 1004 (1918). 
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Das Guvacin gibt mit den meisten Alkaloidreagentien 
Fallungen. Mit festem Baryt erhitzt, Pyridingeruch. Bei der 
Reduktion mit Wasserstoff und Platin nimmt das Guvacin 
2 Atome Wasserstoff auf. Das erhaltene Dihydroguvacinchlor- 
hydrat ist in Wasser leicht, in Alkohol schwer ldslich; es 
schmilzt bei 237°. Die freie Base schmilzt bei 252°. Das 
Platindoppelsalz bei 233—235°. Das Golddoppelsalz, _pris- 
matische Nadeln mit abgestumpften Enden, schmilzt bei 
193—195°. Das Quecksilberdoppelsalz ist im Alkohol nahezu 
unléslich. Schmelzp. 230—231°. 

Dem Dihydroguvacin muff die Formel C,H,,NO, zu- 
kommen, Eine Verbindung von dieser Zusammensetzung aber 
ist Hexahydronikotinséure, welche von Ladenburg') ein- 
gehend untersucht worden ist. Wir haben reine Nikotinsaure?) 
mit Wasserstoff und Platinkatalyt vollstandig reduziert und 
konnten die Angaben Ladenburgs itiber die Eigenschaften 
ihrer Derivate vollauf bestatigen. Das Dihydroguvacin und seine 
Derivate stimmten mit denjenigen der Hexahydronikotinsiure 
vollstandig iiberein. Besonders aber ist hervorzuheben, dah 
auch die Schmelzpunkte der Gemische von Hexahydronikotin- 
siure und unserem Dihydroguvacin mit denjenigen der ein- 
zelnen Komponenten des Gemisches tibereinstimmten. 

Demnach muf Guvacin eine Tetrahydronikotinsdure sein. 
Eine As’-Tetrahydronikotinséure, deren Chlorhydrat bei 309 
bis 314° schmilzt, also im Schmelzpunkt mit dem von uns 
dargestellten (Guvacinchlorhydrat tbereinstimmt, hat Wohl 
und Losanitsch$) synthetisch dargestellt. Um einen Ver- 
gleich anstellen zu k6énnen, baten wir Herrn Prof. Wohl‘) 
im Mai 1916 um gefallige Zusendung eines Priparates. Leider 
ging dasselbe wegen des Ausfuhrverbotes an Herrn Wohl 
zurtick. 

') Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Bd. 25, S. 2769 (1892). 

*) Diese wurde aus Nikotin durch Oxydation mit Salpetersaure , 
dargestellt. 

*) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Bd. 40, S. 4701 (1907). 


4) Es sei uns auch an dieser Stelle gestattet, Herrn Prof. Wohl 
bestens zu danken. 


4* 
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Nach den bisher erhaltenen Versuchsergebnissen ist es 
somit héchst wahrscheinlich, daB das Guvacin folgende Kon- 
stitution besitzen muf. Formel IV. 

CH 


IV. H,C/ Sc. COOH | 
Guvacin 


Ist unsere Auffassung richtig, so mu das Guvacin beim 
Methylieren ein Dimethylguvacin geben, welches mit dem von 
R. Willstatter') dargestellten Arekaidin-Methylbetain iden- 
tisch sein muf. Diese Erwartung wurde vollauf bestitigt. 

N-Dimethylguvacin wurde aus Guvacin mit Jodmethy! in 
methylalkoholischer Lésung dargestellt. Das Chlorhydrat dieser 
Base schmilzt bei 256—258°. Das Platindoppelsalz krystalli- 
siert verschieden; zuweilen Kombination von Oktaeder mit 
Hexaeder. Schmelzp. 253°. Das Golddoppelsalz kleine glin- 
zende, eigenartig gitterférmig tibereinander gelagerte Plattchen. 
Schmelzp. 224—226°. Das Pikrat, schwer léslich in Wasser, 
Plaittchen. Schmelzp. 224—225°, 

Das Quecksilberdoppelsalz schmilzt bei 174—176°. Die 
freie Base ist duSerst hygroskopisch. Schmelzp. 225°? Sie 
entfarbt Permanganatlésung. Durch Kochen mit Baryumhydroxyd 
tritt keine Verinderung ein. Mit den meisten Alkaloidfallungs- 
mitteln treten Niederschlage auf. 

Zum Vergleich stellten wir uns nach den Angaben von 
Willstatter'!) aus Arecolin das Arekaidinbetain dar und 
fanden, daB die freie Base sowohl als auch ihre Derivate mit 
dem oben beschriebenen N-Dimethylguvacin iibereinstimmten. 

Das Platindoppelsalz besaB einen Gehalt von 27,19 °/o Pt. 
Berechnet 27,11°/o fiir (C,H,,NO,HCI],PtCl, Demnach kommt 
dem Guvacin obige Forme! einer A*-Tetrahydronikitinsiure zu. 


II. Das Isoguvacin. 


Das Chlorhydrat ist im Wasser leicht léslich. Es schmilzt 
unter Aufschiumen bei 231°. 





*) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Bd. 35, S. 615 (1902); Bd. 30, 
S. 729 (1897). 
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Die freie Base reagiert auf Lackmus schwach sauer. 
Schmelzp. 220°. 

Das Platindoppelsalz krystallisiert stets wasserfrei. Schmelz- 
punkt unter Zersetzung bei 235°. 

Das Golddoppelsalz kann aus angeséiuertem Wasser um- 
krystallisiert werden. Schmelzp. 198—200°. 

Das Isoguvacin ist optisch inaktiv. 

Mit den Alkaloidfallungsmitteln entstehen Niederschlage. 

Beim Erhitzen einer Spur der Base mit Zinkstaub tritt 
intensiver Pyrrolgeruch auf, ein mit Salzséure befeuchteter 
Fichtenspan wird durch die Daimpfe intensiv rot gefirbt. 

Das Isoguvacin wird von Wasserstoff und Platinkatalyt 
langsam reduziert. Das erhaltene Chlorhydrat war nicht ein- 
heitlich. 

Das Platindoppelsalz schmolz bei 225°.') 

Die aus dem Chlorhydrat mittels Phosphorwolframsiure 
dargestellte Base ist in Alkohol leicht ldslich, wiéhrend das 
Isoguvacin und die Hexahydronikotinséure in Alkohol unlés- 
lich sind. 

Das Isoguvacin bildet ein Dimethylderivat, dessen Platin- 
doppelsalz bei 252° schmilzt. 

(C,H,,NO,HCl),PtCl, enthalt 27,11°/o Pt, 
gefunden 26,91 °/o Pt. 

Das Isoguvacin scheint ein einfaches Pyrrolderivat zu 
sein, liber dessen Konstitution wir nachstens berichten werden. 





1) Das Golddoppelsalz des reduzierten Isoguvacins war aus ver- 
schiedenen Krystallformen zusammengesetzt, die sich vdllig von dem 
reduzierten Guvacin, d. h. der Hexahydronikotinsdure unterschieden. 











Uber das Vorkommen von Jod in Pflanzen. 


Von 


E. Wirterstein. 





(Aus dem agrikuiturchemischen Laboratorium der Eidgenissischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1918.) 


Am Aufbau des pflanzlichen Organismus beteiligen sich 
bekanntlich Elemente, die auf der Erdoberfliche in gréferen 
Mengen vorkommen, die durch ein kleines Atomgewicht aus- 
gezeichnet sind und daher eine grofe spezifische Warme be- 
sitzen. Man mubBte sich daher die Frage vorlegen, ob das Jod, 
welches ein hohes Atomgewicht besitzt, fiir den pflanzlichen 
Organismus notwendig ist und ob es tiberhaupt stets in Pflanzen 
angetroffen wird. Da das Jod sich in manchen tierischen Or- 
ganen ansammelt, so durfte man von vorneherein erwarten, 
da8 es in Pflanzen vorkommen mu. Uber die Bedeutung des 
Jods fiir den tierischen Stoffwechsel herrschen verschiedene 
Meinungen; doch mehren sich die Stimmen, welche das Jod 
als unentbehrlich fiir den tierischen Organismus bezeichnen. 

Schon vor mehreren Jahren haben wir begonnen, ver- 
schiedene pflanzliche Objekte, die bei unseren biochemischen 
Untersuchungen verblieben waren, auf die Anwesenheit von 
Jod zu priifen. Wir haben bisher 38 pflanzliche Objekte in 
dieser Richtung untersucht und wollten die Priifung noch weiter 
ausdehnen. Im Hinblick auf die jetzige Lage und mit Riick- 
sicht auf die Verdffentlichungen von Gafmann!) iiber das 
Vorkommen von Selen in Pflanzen sollen im folgenden die 
bisher gewonnenen Resultate in aller Kiirze mitgeteilt werden. 





') Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 307 (1916), Bd. 98, S. 182 (1917). 
Dariiber wird R. Fritsch berichten. 
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Da dieses Element nur in duferst geringen Mengen zu- 
weilen in Pflanzen aufgefunden wurde, so bestimmten wir es 
nur in einem Falle quantitativ und begniigten uns in den 
anderen Fallen mit dem qualitativen Nachweis bezw. mit der 
angenaherten Bestimmung dieses Elementes. 

Fiir den Nachweis eignet sich die Abscheidung des Jods 
mit Hilfe von Nitrosylschwefelsiure und Auftreten der Rot- 
firbung des unterschichteten Chloroforms nach Durchschiitteln 
der Mischung. Man kann dfuferst kleine Mengen von Jod auch 
nachweisen, wenn man es auf Zusatz von Bromwasser frei 
macht und nach dem Wegkochen des Broms Starkelésung zu- 
setzt, die bekannte Blaufirbung wird auf Zusatz von Kalium- 
jodid bedeutend empfindlicher. Uber die Einzelheiten der Unter- 
suchung ist folgendes anzugeben. In den meisten Fillen wurde 
feingepulvertes lufttrockenes Material und zwar je 10 g ver- 
wendet; war bei diesen Mengen das Resultat negativ, so kamen 
bei manchen Objekten 30 bezw. 50 g in Anwendung. Das 
Material wurde mit der 8fachen Menge ca. 40°/oiger Natron- 
lauge gut durchgemischt und sorgfaltig verbrannt; die Schmelze 
wurde mit verdiinnter Schwefelsiure nicht ganz neutralisiert, 
vom kohligen Riickstand wurde abfiltriert, letzterer mit Soda- 
lésung befeuchtet, feste Soda hinzugefiigt und nun unter Zu- 
satz kleiner Mengen von Salpeter verbrannt, die geléste Masse 
wurde nahezu mit Schwefelsiiure neutralisiert, mit der 
ersten LOsung vereinigt und nun eingedunstet: sodann wurde 
nach dem Erkalten mit schwefeliger Saure schwach angesduert, 
darauf mit Soda genau neutralisiert und zur Trockne ver- 
dampft. Die Salzmasse wurde bei 100° getrocknet, darauf 
mit 95°/oigem Alkohol') ausgekocht, der Riickstand auf dem 
Filter mit heigem Alkohol ausgewaschen, wobei jedesmal scharf 
abgesogen wurde. Die alkoholischen Extrakte wurden durch 
Destillation vom Alkohol befreit; der Riickstand wurde ge- 
trocknet, mit kleinen Mengen 95°/oigen Alkohol in der Warme 
behandelt und die abfiltrierten Lésungen in einem Platin- 
schilchen verdunstet, getrocknet und sorgfiltig kurze Zeit 





') Der Alkohol war mit Methylalkohol oder Benzol denaturiert. 


& 
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schwach gegliiht. Die verbliebene geringe Menge von Salz 
wurde in ca. 2 ecm Wasser gelost, abfiltriert mit 1 cem Wasser 
ausgewaschen. Behufs Nachweis des Jods, bezw. angenaherter 
quantitativer Bestimmung auf kolorimetrischem Wege,') wurde 
die Losung in ein enges Roéhrchen gebracht, mit 5 Tropfen 
Chloroform unterschichtet, nun 3 Tropfen einer Lésung von 
10 g Nitrosylschwefelsadure in 100 g konzentrierter Schwefelsiure 
hinzugefiigt und durchgeschiittelt. Nach diesem Verfahren 
konnten noch 0,04 mg Jod, welche in Form von Kaliumjodid 
zu 10 g Spinat hinzugefiigt worden waren, wiedergefunden 
werden. Auch bei einer Prifung der Reagentien konnten 
0,02 mg Jod wiedergefunden werden. 

In 38 untersuchten Phanerogamen konnte das Jod fiinf- 
mal nachgewiesen werden. Die Mengen betrugen nur Tausendstel 
Prozent. 


Folgende Pflanzen enthielten Jod: 
Beta vulgaris (Riibe), 
Solanum tuberosum (Kartoffel), 
Apium graveolens (Selleriewurzel), 
Lactuca sativa (Kopfsalat), 
Daucus carota (Mohrribe). 

Jod wurde nicht gefunden in Friichten, Samen, Knollen 
und blattern von: Taxus baccata (Kibenblatter), Pinus silvestris 
(Gemeine Kiefer, Blatter), Pinus cembra (Zierbelkiefer, Samen), 
Abies pectinata (WeiBtanne, Blatter), Zea Mays (Mais, Samen), 
Oryza sativa (Geschiélter Reis und Reiskleie), Avena sativa 
(Hafer, Frucht), Hordeum sativum (Gerste, Frucht), Secale cereale 
(Roggen, Frucht), Triticum sativum (Weizen, Frucht), Allium cepa 
(Zwiebel), Fagus silvatica (Buche, Blatter), Castanea vesca (Echte 
Kastanie, Samen, Blitter), Cannabis sativa (Hanf, Samen), Urtica 
dioica (Brennessel, Blatter), Polygonum fagopyrum (Buchweizen, 
Samen), Spinacea oleracea (Spinat, Blatter), Lepidium sativum 
(Kresse, Blatter), Ribes grossularia (Stachelbeere, Friichte), Pirus 
malus (Apfel, Friichte), Pirus communis (Birne, Friichte), Prunus 
cerasus (Kirsche, Blatter), Lupinus albus (Weife Lupine, Samen), 


1) Siehe Lecco, Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. 35, S. 318. 
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Lupinus angustifolius (Blaue Lupine, Samen), Trifolium pra- 
tense (Rotkleeblatter), Vicia sativa (Futterwicke, Samen), Pisum 
sativum (Erbse, Samen), Soja hispida (Sojabohne, Samen), 
Phaseolus vulgaris (Gartenbohne, Samen), Vitis vinifera (Wein- 
stock, Blatter), Stachys tuberifera (Stachys, Knollen), Cucurbita 
pepo (Kirbissamen), Aesculus hippocastanum (RoBSkastanie, 
Samen, Blatter). , 

Auch folgende Pilze enthielten kein Jod: Cantharellus 
cibarius (Pfifferling), Boletus edulis (Steinpilz), Agaricus cam- 
pestris (Champignon). 

E. B. Forbes und F. M. Beegle') haben eine grofe An- 
zahl Lebensmittel quantitativ auf Jod untersucht. Sie fanden 
dieses Element nur bei einer geringen Anzahl von Pflanzen, 
wie aus folgender Zusammenstellung hervorgeht. Der Jodge- 
halt schwankte zwischen 0,0017—0,000012 °/o. 


Untersuchte Objekte Anzahl Davon jodhaltig 


Cerealien 378 60 
Friichte 34 5 
Gartengemiise 131 39 
Heu usw. 205 50 
Leguminosensamen 32 11 


Die Autoren beniitzten fiir diese Bestimmungen die von 
E. Kendall?) angegebene Methode. Sie besteht im wesentlichen 
im folgenden: Das Material wird mit einem grofen Uberschub 
von Natronlauge verbrannt. Die geldste, farblose Schmelze 
wird mit etwas Natriumbisulfit versetzt, dann sorgfaltig mit 
Phosphorséure bei Gegenwart von Methylorange neutralisiert; 
nun wird Bromwasser hinzugefiigt, der Uberschu8 bei Gegen- 
wart von Talkpulver durch Kochen entfernt. Das Jod wird 
sodann bei Gegenwart einiger Tropfen Natriumsalicylat und 
5cem einer 10°/oigen Kaliumjodidlésung mit !/200-n-Natrium- 
thiosulfat mit Starke als Indikator titriert. Ich habe der Sicher- 
heit halber die Lupinensamen und Blatter von Fichte, Buche, 
sowie Rofkastaniensamen nach diesem Verfahren untersucht 


‘) The yodine contents of food. Ohio agricultural experimental- 
station 1916. 
*) Jorn. Biolog. Chem., Bd. 19, S. 251 (1914). 
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und konnte kein Jod darin auffinden. Eine quantitative Be- 
stimmung des Jods in Kartoffeln ergab 0,002°/o. Uber das 
Vorkommen von Jod in Objekten tierischer Herkunft und iiber 
die Ausscheidung von Jod bei verschiedenen Versuchsbedingungen 
(Gebrauch von jodhaltigem Passugger Mineralwasser usw.) soll 
spater berichtet werden. Es sei aber hier schon hinzugefiigt, 
daB Jod in 8 Milchproben, 5 Kasesorten und im Kuhharn nicht 
aufgefunden wurde. Der geringe Gehalt von Jod in Pflanzen 
muf auf allerlei Zufalligkeiten zurtickgefiihrt werden. Es sei 
bemerkt, dafi manche Phosphorite und demnach auch die 
daraus dargestellten Superphosphate oft jodhaltig sind. Ob 
Kalidiingesalze Jod enthalten, wurde von uns nicht gepriift. 






































Findet sich Selen im pflanzlichen und tierischen Organismus ? 
Von 


R. Fritsch. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen technischen Hoch- 
schule in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1918.) 


Aus der in der gleichen Nummer dieser Zeitschrift von 
E. Winterstein publizierten Untersuchung ergibt sich, daf 
das Jod nur selten in pflanzlichen Organen vorkommt; stets 
aber wurden nur minimale Mengen dieses Elementes vorge- 
funden, sodafi man wohl behaupten darf, daf das Jod fir die 
Pflanze entbehrlich ist. 

Bei den vielen pflanzlichen Untersuchungen, die in un- 
serem Laboratorium ausgefitihrt wurden, ist man niemals auf 
Selen gestoBen, auch ist von anderer Seite niemals beobachtet 
worden, dafi dieses Element in Objekten tierischer oder pflanz- 
licher Herkunft vorkommt. 

In dieser Zeitschrift hat Th. GaBmann!') zwei Arbeiten 
liber das Vorkommen und die quantitative Bestimmung des 
Selens in pflanzlichen und tierischen Objekten publiziert. 

Nach seinen Untersuchungen soll es im Schrotmehl, Ge- 
miisearten, gelben Riiben, Salat, Spinat und Kartoffeln vor- 
kommen.?) Er sagt wortlich Folgendes:*) «Alle aber, und das 
ist das wichtigste, fiihren das Selen im Pflanzenkérper mit 
sich.» «Das Selen ist tiberhaupt als sicherer Bestandteil dem 
Menschen-, Tier- und Pflanzenorganismus zuzuzahlen». Und 


') Der Nachweis des Selens im Knochen- und Zahngewebe. Diese 
Zeitschr., Bd. 97, S. 307 (1916). 

*) Die quantitative Bestimmung des Selens im Knochen- und Zahn- 
gewebe und im Harn. Diese Zeitschr., Bd. 98, S 182 (1917). 
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«Die hohe Bedeutung, die ich jetzt schon der Anwesen- 
heit des Selens im Organismus beimesse, tritt erst dann prig- 
nant zutage, wenn meine Arbeiten tiber die Herausschalung der 
dem Selen zustehenden chemischen Verbindung, die im Lebens- 
prozef des Menschen, des Tieres und der Pflanze eine wichtige 
Rolle spielt, abgeschlossen sind.» 

Die von Gaimann angegebene Methode zur quantitativen 
Bestimmung des Selens mufte von vornherein als ganzlich 
unbrauchbar bezeichnet werden. ') 

Behufs quantitativer Bestimmung des Selens soll durch 
Behandeln der zu untersuchenden Objekte mit Salzsiure, darauf- 
folgender Oxydation mit Kénigswasser, Selensiiure entstehen;?) 
diese wird mit Silbernitrat gefallt, das Silberselenat auf dem 
Geblase gegliiht, der Riickstand mit Salpetersiiure oxydiert und 
nach dem Erwirmen das Selen zur Abscheidung gebracht und 
auf einem Filter gesammelt.*) 

Wir haben diese Angaben nachgeprift und fanden folgendes : 

1. Selensiure wird durch Silbernitrat nur unvollstindig 
gefallt. 

2. Beim Gliihen von Silberselenat auch nur tiber einem 
gewOhnlichen Bunsenbrenner entweicht Selen, wovon man sich 
iiberzeugen kann, wenn man in der Nahe des Deckels ein 
kleines Flammchen hilt, wobei sofort die charakteristische 
Kornblumenfarbung auftritt. 

Bei einem Versuche wurden nach Gliihen von 0,22 g reinem, 
volistandig trockenem Silberselenat tiber dem Bunsenbrenner 
nur 0,1176 g wiedergefunden. Der Riickstand besteht zum 
groBten Teil aus Silber. Als derselbe in konzentrierter Salpeter- 
sdure gelést wurde, fand man nach Entfernen des Silbers mit 
Salzséure und Behandeln mit schwefeliger Saure nur noch ganz 
geringe Mengen von Selen vor. 

3. Beim Behandeln des Gliihriickstandes mit Salpetersdure 
lost sich nicht nur das Silber auf, sondern auch ein Teil des 
darin eventuell noch enthaltenen Selens. 





1) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 182. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 183, 184. 
3) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 185. 
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4. Die Angabe, dafi Selensiure durch Behandeln mit Salz- 
siure und Reduktion mit schwefeliger Siure nicht vollstindig 
reduziert wird, ist unzutreffend. ') 

Wie Gafmann daher bei den von ihm ausgefiihrten 
quantitativen Bestimmungen so gut iibereinstimmende Zahlen 
finden konnte, ist unerklarlich. | 

In der Arbeit vermift man aber auch den sicheren 
qualitativen Nachweis des Selens. 

Immerhin aber wire es denkbar, dai das Selen sich, wie 
das Jod, zuweilen in Pflanzen vorfindet. Es wurden daher eine 
grobe Anzahl Versuche angestellt, um diese Frage zu prifen. 

Um allen Einwanden zu begegnen, wurde genau nach den 
Angaben GaSimanns verfahren, obgleich man sich sagen muBte, 
dafi das Verfahren héchst unzulinglich war. Beim Behandeln 
von pflanzlichen Objekten mit Salzsiiure entstehen so viel 
Huminsubstanzen, dafi das Selen wohl von diesen zuriickge- 
halten werden konnte. 

Richtiger ist es entschieden, wenn man das Untersuchungs- 
material sorgfiltig verbrennt und, durch geeignete Behandlung 
der Asche, das Selen in Selenige- bezw. in Selensdéure iiberfiihrt. 

Selenigeschwefelsdurelésung gibt mit einigen Alkaloiden 
intensive Farbenreaktionen, naémlich mit: 

Codein: griin bis blaugriine Farbung: 

Colchicin: intensive Gelbfarbung; 

Veratrin: je nach Versuchsbedingungen rote, kirschrote 
bis blau-rote Fiarbung. 

Auferdem fanden wir, dai Selensiure durch Kochen mit 
Hydrazinsulfat langsam zu Selen reduziert wird. 

Wir beniitzten diese Erscheinungen zum Nachweis von 
Selen. 

Mit Hilfe der Codeinreaktion lassen sich mit absoluter 


Sicherheit noch 0,02 mg Selen nachweisen, wenn man diese 
kleine Menge zu einer groferen Masse von Salzen hinzufiigt. 

Zu Beginn unserer Untersuchungen iiberzeugten wir uns 
durch blinde Versuche, da8 die angewandten Reagentien vollig 
selenfrei waren. 


) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 184. 
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Uber den von uns eingeschlagenen Weg ist folgendes 
anzufiihren. 

Fein gemahlenes, bei 50° getrocknetes Pflanzenmaterial, 
welches noch einen zwischen 6—9°/o schwankenden Wasser- 
gehalt hatte, wurde mit einer Lésung von 10 g Natriumnitrat 
und 20 g Natriumecarbonat in 100 ccm Wasser gut durchge- 
mischt und in einem Platintiegel oder, bei gréBeren Mengen, 
in einer Nickelschale bezw. in einer Silberschale vorsichtig 
eingedschert, ohne stark zu gliihen. Nach dem Erkalten wurde 
wiederholt mit heifem Wasser ausgezogen, der kohlige Riick- 
stand getrocknet und unter Zusatz von etwas fester Soda und 
Kaliumnitrat vollstandig verascht, der Riickstand in Wasser 
gelést, beide Lésungen vereinigt und unter Zusatz von etwas 
konzentrierter Salzsiure mehrmals zur Trockene eingedampft, 
um die Salpeterséiure vollstindig zu entfernen und die vor- 
handene Selenséure in Selenige-Saure iiberzufiihren. Die Salze 
wurden in 300—400 cem Wasser gelist und unter Erwaérmen 
Schwefelwasserstoff eingeleitet, wobei in allen Fallen ein Nie- 
derschlag auftrat, der bei Anwendung eines Platintiegels 
zum Einischern zum Teil Platinsulfid, beim Gebrauch eines 
Silbertiegels Silbersulfid enthielt. (Da das gebildete Silber- 
chlorid sich in der grofien Menge des entstandenen Natrium- 
chlorids aufléste.) 

Die entstandene braune Fiallung wurde auf einem kleinen 
Filter gesammelt, mit Wasser ausgewaschen, getrocknet und 
das Filter unter Zusatz von Salpeter-Soda sorgfiltig verbrannt, 
die Asche in Wasser gelost und mit konzentrierter Salzsaure 
wiederholt eingedunstet, sodann mit konzentrierter H,SO, er- 
warmt, bis alle Salzsiure wieder entfernt war. 

Ca. #/s der Masse priiften wir direkt mit Codein, bezw. 
Colchicin; den Rest nach Zusatz von 0,01—0,02 mg Selen in 
Form von Seleniger-Siure. In letzteren Fallen, niemals aber 
ohne Zusatz von Seleniger-Sdéure, trat mit Codein eine tief-griine 
bis blau-griine, mit Colchicin eine intensive Gelbfarbung auf. 

Wir haben uns aber auch iiberzeugt, daB man ganz kleine 
Mengen von Selen, die man pflanzlichen Objekten hinzufiigt, 
nach dem angegebenen Verfahren wiederfindet. Bei einer Reihe 
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von Versuchen veraschten wir 30—50 g Pflanzenmaterial unter 
Zusatz von 2—0,5 mg Seleniger-Saure und verfuhren wie an- 
segeben; wir konnten dann mit Hilfe der angegebenen Alka- 
loide das Selen wieder auffinden, in manchen Fallen auch mit 
Hilfe von schwefeliger Sfiure als Selen abscheiden, wobei 
schitzungsweise die angewandte Menge des zugesetzten Selens 
wiedergefunden wurde. 

Auf diese Weise wurden mit ganz geringen Abiinderungen 
35 Versuche mit Spinat, Getreide, Klee, Kartoffeln, Knochen 
ausgefiihrt. 

Es konnte mit bestem Willen in keinem der vielfach unter- 
suchten Materialien Selen aufgefunden werden; selbst bei An- 
wendung von grofben Mengen Untersuchungsmaterial. 

Das gleiche Resultat wurde erzielt, als wir ganz genau 
nach den Angaben von Gafmann verfuhren. 

Es ware immerhin denkbar, dafi das Selen in so mini- 
malen Mengen in der Pflanze vorkommt, daf es sich des 
Nachweises entzieht. 

Um zu priifen, ob das Selen im Stoffwechsel des tierischen 
Organismus eine Rolle spielt, wurden 10 verschiedene Harn- 
proben, herrihrend von 3 verschiedenen Versuchspersonen, 
unter Zusatz von Soda eingedunstet, dann mit Salpeter und 
Soda verbrannt und die Asche genau wie angegeben auf Selen 
untersucht. | 

GaBmann findet in 200 cem Harn 0,0016—0,0024 g Selen. 

Wir verwendeten fiir unsere Versuche mindestens 1 Liter; 
jeder Versuch wurde 2—3 mal wiederholt; es wurde in keinem 
Falle mit Hilfe der Codeinprobe (etc.) Selen aufgefunden. Wohl 
aber fanden wir das Selen wieder, als wir zu einem Liter 
2—3 mg Selenigsdure-Anhydrid hinzufiigten. 

Bei einer anderen Versuchsprobe wurde der Harn buch- 
stiblich nach Gafimanns!) Angaben untersucht; Selen wurde 
nicht aufgefunden. 

Auch in Knochen konnten wir kein Selen auffinden; fiigte 
man den Knochen aber kleine Mengen Selen zu, so wurde es 
nach unserem Verfahren wieder gefunden. 





) Diese Zeitschr., Bd. 98, S. 185. 





